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Pro dlouhodobé přijetí transplantované ledviny je zatím nezbytná dlouhodobá účinná imunosuprese, 
která však s sebou nese řadu nežádoucích účinků. Naopak, při její nedostatečnosti hrozí rejekce a 
selhání funkce štěpu. Proto se hledají nové biomarkery, které by odrážely imunologický stav pacienta, 
a umožnily by tak individualizovat imunosupresivní léčbu. Prokázali jsme, že pacienti po transplantaci 
ledviny po indukci králičím anti-thymocytárním globulinem (rATG) či basiliximabem měli snížený výskyt 
akutní rejekce 3 měsíce po transplantaci. Po rATG došlo v periferní krvi příjemců k hluboké depleci T a 
NK lymfocytů a poklesu exprese genů výhradně exprimovaných těmito buňkami zároveň s výraznou 
expanzí regulačních T lymfocytů (Treg) v CD4+ kompartmentu. Indukce rATG byla dále krátce po 
transplantaci spojena se zvýšením dvou transkriptů asociovaných s rejekcí (MAN1A1 a TLR5). Po 
indukci basiliximabem jsme v krvi přechodně detekovali CD4+CD25low/-FoxP3+ populaci současně 
s  vymizením CD4+CD25+FoxP3+ Treg. Absolutní počty CD4+FoxP3+ Treg po basiliximabu byly 
přechodně zvýšené a tato léčba byla také spojená s vyšší expresí genů FOXP3 a TCAIM. Dále jsme 
pozorovali vyšší poměr CD4+FoxP3+ Treg k CD8+CD45RA+CD62L- efektorovým T lymfocytům 
v potransplantačním období u pacientů s indukcí basiliximabem, kteří během sledování neprodělali 
rejekci. Také jsme prokázali, že transplantace ledviny je spojena se změnou počtů CD14+CD16+ a 
CD14+CD163+ monocytů, která je částečně ovlivněna použitou imunosupresí. Ukázali jsme, že i u 
pacientů po transplantaci ledviny léčených standardní imunosupresí, kteří během jednoročního 
sledování neprodělali rejekci, byla zvýšená exprese genů asociovaných s tolerancí spojených s funkcí 
B lymfocytů. Domníváme se, že nové biomarkery tolerance představují naději pro budoucí 
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Long-term renal graft acceptance still requires long-term immunosuppressive therapy, which is 
accompanied by many adverse effects. Contrarily insufficient immunosuppression could lead to graft 
rejection and its failure. Therefore, research continues for biomarkers that reflect a patient’s 
immunological status and thus allowing for individualized immunosuppressive therapy. In our study we 
showed lower incidence of acute rejection in kidney transplant recipients treated with rabbit 
anti-thymocyte globulin (rATG) or basiliximab induction within the first three months after transplantation. 
The rATG induction caused profound decrease of recipient’s peripheral blood T and NK cells, as well 
as transcripts that are exclusively expressed by these cell types together with expansion of regulatory 
T cells (Tregs) among CD4+ T cells. In rATG group the increase of two transcripts associated with 
rejection (MAN1A1 and TLR5) was also observed in early post-transplant period. After the basiliximab 
induction we transiently detected CD4+CD25low/-FoxP3+ cell population along with disappearance of 
CD4+CD25+FoxP3+ Tregs. Basiliximab induction resulted in a transient increase in CD4+FoxP3+ Tregs, 
accompanied by the highest peripheral expression levels of markers associated with operational 
tolerance (FOXP3 and TCAIM). Higher post-transplant CD4+FoxP3+ Tregs to CD8+CD45RA+CD62L- 
effector T cells ratios were observed in those basiliximab treated patients who were rejection free during 
a follow-up. Further, we demonstrated that kidney transplantation is associated with modulation of 
CD14+CD16+ and CD14+CD163+ monocyte subpopulations partially affected by an immunosuppressive 
regime used. We showed the up-regulation of several operational tolerance-associated B-cell-related 
genes also in renal transplant recipients on standard immunosuppression who were rejection-free during 
one-year follow-up. We assume that new biomarkers of tolerance represent a hope for future 
post-transplant monitoring, however, their utility need to be validated in prospective clinical trials.  
 
 
Keywords: B cell, basiliximab, biomarker, kidney transplantation, monocytes, rATG, regulatory 








ABMR antibody-mediated rejection, protilátkami zprostředkovaná rejekce 
ANOVA analysis of variance, analýza rozptylu 
APC allophycocyanin, alofykocyanin 
AR acute rejection, akutní rejekce 
BL borderline changes, hraniční změny 
Breg regulatory B cells, regulační B lymfocyty 
BSA bovine serum albumin, hovězí sérový albumin 
C3orf23 chromosome 3 open reading frame 23 (gene) 
CD cluster of differentiation, diferenciační antigen 
cDNA complementary deoxyribonucleic acid, komplementární deoxyribonukleová kyselina 
CD247 CD247 molecule (gene) 
CD79B CD79b molecule, immunoglobulin-associated beta (gene) 
CIT cold ischemic time, doba studené ischemie 
CM cross-match test, křížová zkouška 
CNI calcineurin inhibitor, inhibitor kalcineurinu 
CsA cyclosporine A, cyklosoprin A 
DGF delayed graft function, opožděný rozvoj funkce 
DNA deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleová kyselina 
ECD energy coupled dye 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraoctová 
eGFR estimated glomerular filtration rate, odhadnutá rychlost glomerulární filtrace 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay, enzymová imunoanalýza 
ELISPOT enzyme-linked immunosorbent spot, bodová enzymová imunoanalýza 
FCS fetal calf serum, fetální telecí sérum 
FITC fluorescein isothiocyanate, fluorescein isothiokyanát 
FOXP3 forkhead box P3 (gene) 
FoxP3 forkhead box P3 (protein) 
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gene) 
GZMB granzyme B (gene) 
HGF hepatocyte growth factor, růstový faktor hepatocytů 
HLA human leukocyte antigen, lidský leukocytární antigen 
HLA MM HLA mismatch, neshoda v HLA 
HPRT hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (gene) 
ICOS inducible costimulator, inducibilní kostimulátor (gene, protein) 
IFN-γ interferon-gamma, interferon-gama 
IL interleukin 





mAb monoclonal antibody, monoklonální protilátky 
MAN1A1 mannosidase, alpha, class 1A, member 1 (gene) 
MMF mycophenolate mofetil, mykofenolát mofetil 
MS4A1 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 1 (gene) 
NK natural killer (cells), přirození zabíječi (buňky) 
PBMC peripheral blood mononuclear cells, mononukleární buňky z periferní krve 
PBS phosphate buffered saline, fyziologický roztok pufrovaný fosfátem 
PC5 phycoerythrin-cyanine 5, fykoerytrin-cyanin 5 
PC7 phycoerythrin-cyanine 7, fykoerytrin-cyanin 7 
PE phycoerythrin, fykoerytrin 
PGK1 phosphoglycerate kinase 1 (gene) 
PRA panel reactive antibody, panel reaktivní protilátky 
PRF1 perforin 1 (pore forming protein; gene) 
PU proteinuria, proteinurie 
qRT-PCR quantitative reverse transcription polymerase chain reaction, kvantitativní polymerázová 
řetězová reakce reverzní transkripcí 
rATG rabbit anti-thymocyte globulin, králičí anti-thymocytární globulin 
RD1 rhodamine, rodamin 
TAC tacrolimus 
TCAIM T cell activation inhibitor, mitochondrial (gene) 
TCL1A T cell leukemia/lymphoma 1A (gene) 
TCMR T cell-mediated rejection, T buňkami zprostředkovaná rejekce 
TCR T cell receptor, receptor T lymfocytů 
TLR5 toll-like receptor 5 (gene) 
TMEM176B transmembrane protein 176B (gene) 
TNF-α tumor necrosis factor-alpha  
TOAG-1 tolerance-associated gene 1 (gene) 
TORID tolerance related and induced transcript (gene) 
Treg regulatory T cells, regulační T lymfocyty 
RF rejection-free, bez rejekce 
RNA ribonucleic acid, ribonukleová kyselina 
RQ relative quantity, relativní množství 
SCr serum creatinine, sérový kreatinin 







Transplantace ledviny je metodou volby léčby nemocných s nezvratným selháním ledvin, protože je 
spojena s delším přežitím nemocných v porovnání s ostatními metodami náhrady funkce ledvin. Pro 
dlouhodobé přijetí transplantované ledviny je zatím nezbytná dlouhodobá účinná imunosuprese. Při 
nedostatečné imunosupresi může dojít k rejekci štěpu, která může způsobit poškození štěpu vedoucí k 
jeho dysfunkci. Podle časového hlediska se rejekce dělí na akutní a chronické. Podle toho, jaký typ 
imunitní odpovědi se při rejekci uplatní, na humorální (zprostředkované protilátkami, antibody-mediated 
rejection, ABMR) a celulární (zprostředkované T lymfocyty, T cell-mediated rejection, TCMR). Mnoho 
rejekcí má současně přítomné obě formy. 
Zavedením kalcineurinových inhibitorů (CNI) cyklosporinu A (1985) a tacrolimu (1994) do klinické 
praxe došlo k významnému snížení výskytu akutních rejekcí po transplantaci a tím i ke zlepšení 
přežívání štěpů i příjemců v časném období po transplantaci, dlouhodobé přežívání štěpů se však 
výrazně nezlepšilo a chronická rejekce zůstává hlavní příčinou ztráty funkce štěpu v pozdním období 
po transplantaci (Amico, 2010). Používání nových účinných imunosupresivních režimů je navíc spojeno 
s významně vyšším rizikem vzniku kardiovaskulárních onemocnění, infekcí, diabetu, malignit a lékové 
nefrotoxicity. Tumory a kardiovaskulární choroby jsou nejčastějšími příčinami úmrtí po transplantaci 
ledviny, zatímco infekce jsou nejčastější příčinou nemocnosti a nejčastější indikací k hospitalizaci 
(Dharnidharka et al., 2004).  
V nedávné minulosti jsme byli svědky snah o podávání co nejmenších dávek imunosupresiv. Cílem 
bylo snížit rizika vzniku výše uvedených komplikací spojených s imunosupresivní léčbou. Tato strategie 
ale neměla očekávaný pozitivní dopad na dlouhodobé výsledky transplantací ledvin především pro 
často pozorované zhoršení funkce štěpů a pozdní rejekce. Problém spočívá v neschopnosti rozpoznat 
ty nemocné, u kterých je snížení dávek imunosupresiv bezpečné. 
Ideálním řešením by bylo mít k dispozici takové testy, které popíší vlohy k imunitní reaktivitě, 
spolehlivě vyhodnotí míru aloreaktivity a umožní tak identifikovat markery, které korelují s imunitní 
neodpovídavostí k alogennímu štěpu, tedy makery tolerance.  
Proto se v posledních letech věnuje velká pozornost fenoménu operační tolerance. Ten je náhodně 
zjišťován u pacientů po transplantaci ledvin (nebo jater), kteří přestali užívat imunosupresi v důsledku 
noncompliance nebo z nutnosti vysazení například pro malignitu nebo lékovou toxicitu (Ashton-Chess 





1.1. Definice tolerance 
Skutečná, pravá tolerance štěpu byla definována již v roce 1953 Billinghamem et al. jako absence 
histologických známek rejekce v nepřítomnosti jakéhokoli imunosupresivního léčiva u 
imunokompetentního příjemce schopného přijmout druhý štěp od stejného dárce, zatímco štěp od 
jiného dárce by byl odhojen (Billingham et al., 1953). Pionýrské práce Haška (Hasek et al., 1955) 
přinesly stejné závěry jako práce Medawara a spol. (Medawar, 1956).  
V klinické medicíně se používá termín „operační tolerance“ (“operational tolerance“) nebo „klinická 
operační tolerance“ (“clinical operational tolerance“). Operační tolerance je definována jako absence 
známek poškození štěpu (funkčních i histologických) u pacientů po transplantaci bez imunosupresivní 
terapie více jak 1 rok. Stav operační tolerance po transplantaci ledviny je popisován relativně zřídka 
(<0,1%) v porovnání s výskytem po transplantaci jater (zhruba 10% - 15%) (Martinez-Llordella et al., 
2008; Martinez-Llordella et al., 2007; Roussey-Kesler et al., 2006). V  posledních letech je předmětem 
klinických studií několik protokolů s cílem navodit trvalé přijetí štěpu s žádnou nebo nízkodávkovou 
imunosupresí za použití ozáření, transplantace hematopoetických kmenových buněk, imunosuprese, 
případně speciálních buněčných populací včetně expandovaných regulačních T lymfocytů (Treg) (Elias 
et al., 2015; Girmanova et al., 2015). Dosavadní výsledky ale zatím neumožňují bezpečné širší použití. 
Proto se hledají nové biomarkery, které by identifikovaly předtransplantační imunitní riziko a po 
transplantaci včas odhalily začátek imunitní odpovědi proti štěpu (markery rejekce) nebo naopak stav 
neodpovídavosti vůči štěpu (markery tolerance), což by umožnilo nastavit imunosupresivní terapii dle 
potřeby každého pacienta (individualizovaná imunosuprese), čili předejít tomu, aby funkce imunitního 
systému byly potlačeny méně nebo více, než je třeba (Obrázek 1.1). 
 
 
Obrázek 1.1 Individualizace imunosuprese, dle Sawitzki (Sawitzki et al., 2009). Nové biomarkery by měly 
napomoci při stratifikaci pacientů dle imunitního rizika před transplantací, a tak i volbě imunosupresivní terapie, po 
transplantaci pak předpovědět rejekci a umožnit včasný terapeutický zásah nebo naopak identifikovat potenciálně 





1.2. Definice biomarkeru  
Biomarker je definován jako znak, který je objektivně měřitelný a hodnotitelný jako indikátor 
normálních biologických procesů, patologických procesů nebo farmakologické odpovědi na 
terapeutickou intervenci. (Lesko a Atkinson, 2001) 
Konvenčními a rutinně užívanými testy po transplantaci ledvin jsou měření sérového kreatininu, 
odhad glomerulární filtrace a proteinurie. Tyto biomarkery funkce štěpu mohou upozornit na rejekční 
epizodu. Jsou však nespecifické – zhoršení funkce štěpu může být také zapříčiněno například lékovou 
toxicitou, zhoršeným krevním zásobením štěpu nebo obstrukcí vývodných cest močových. Kromě 
klinicky zřejmé rejekce, charakterizované poklesem funkce štěpu, může probíhat i rejekce bez klinických 
známek – subklinická (Rush et al., 1998). Samotné biomarkery funkce tak k identifikaci rejekce nejsou 
použitelné. Zatím jediným běžně užívaným diagnostickým nástrojem k odhalení rejekce je histologické 
vyšetření vzorku tkáně štěpu získaného biopsií. K té se přistupuje v případě zhoršení funkce 
transplantátu a dále se na většině pracovišť provádí u všech pacientů šest týdnů nebo tři měsíce po 
transplantaci. Zařazení této tzv. protokolární biopsie do vyšetřovacího protokolu je opodstatněno právě 
existencí subklinické rejekce (Nankivell a Chapman, 2006).  
Změnám funkce štěpu předchází strukturální změny, které následují po změnách imunitní reaktivity. 
Výše zmíněné biomarkery nepodávají informaci o stavu imunitního systému. Hledají se proto nové, 
imunitní markery, které by tuto informaci podaly a pomohly tak zamezit vzniku imunitní reakce nebo 
jejímu plnému rozvoji, který by pak vyústil v poškození štěpu (Obrázek 1.2). 
 
 
Obrázek 1.2 Změny při rejekci a jejich monitorování. Změnám funkce štěpu předchází strukturální změny, které 
následují po změnách imunitní reaktivity. Biomarkery funkce jsou sérový kreatinin (SCr), rychlost glomerulární 
filtrace (GFR) a proteinurie (PU). Histologické vyšetření umožní odhalit strukturální změny. Hledají se imunitní 
markery, které by podaly informaci o stavu imunitního systému a pomohly tak zamezit vzniku imunitní reakce nebo 






2. PŘEHLED PROBLEMATIKY 
Stav imunitního systému před transplantací i po ní lze hodnotit funkčními testy, fenotypizací 
leukocytů a genovou a proteinovou expresní analýzou. Mezi funkční testy patří metody k detekci 
anti-HLA protilátek (stanovení panel reaktivních protilátek (PRA), cross-match test (CM), Luminex) a 
donor reaktivních T lymfocytů (IFN-γ ELISPOT). Fenotypizace leukocytů se provádí pomocí průtokové 
cytometrie. Genová expresní analýza využívá microarray technologie a metody kvantitativní real-time 
RT-PCR (qRT-PCR). K analýze proteinové exprese slouží metoda ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay, enzymová imunoanalýza). 
 
2.1. Současné možnosti predikce rejekce před transplantací 
Hlavními faktory, které ovlivňují dlouhodobé výsledky transplantace ledviny, jsou předtransplantační 
poškození štěpu (dárcovské faktory, prodloužená ischemie štěpu, smrt mozku dárce) (Pratschke et al., 
2008; Reutzel-Selke et al., 2007; Weiss et al., 2007) a donor-reaktivní imunologická paměť (buněčná i 
protilátková). Ta je výsledkem předchozí senzitizace imunitního systému příjemce expozicí cizím 
lidským leukocytárním antigenům (HLA; např. při opakovaných transfuzích, těhotenství, předchozí 
transplantaci) nebo tzv. heterologní imunitou (infekčním agens navozená tvorba T lymfocytů se zkříženě 
reaktivní specificitou) (Augustine et al., 2008; Nickel et al., 2004).  
Pomocí CM založeném na komplement dependentní cytotoxicitě (CDC CM neboli klasický CM), 
rutinně prováděného před každou transplantací, jsou identifikováni pacienti s preexistujícími 
donor-specifickými protilátkami, které by mohly po transplantaci způsobit hyperakutní rejekci vedoucí 
ke ztrátě štěpu. Předpokládá se, že důvodem vzniku rejekce po vysazení imunosuprese jsou při 
nepřítomnosti preexistujících donor-specifických protilátek paměťové T lymfocyty reagující na 
dárcovské antigeny (Ford et al., 2009). Přestože je klíčová role donor-specifických T lymfocytů při vzniku 
rejekce již dlouho známá, jejich přítomnost v krvi příjemců transplantované ledviny není zatím pomocí 
metody IFN-γ ELISPOT běžně vyšetřována (Sawitzki et al., 2009). 
Při hodnocení předtransplantačního rizika je hlavním cílem odhad buněčné a protilátkové 
alosenzitizace. K tomu jsou využívány funkční testy a genová a proteinová expresní analýza. Pro 
detekci HLA protilátek se používá klasická metoda založená na CDC (stanovení PRA a klasický CM) a 
nověji metody využívající ELISA a průtokovou cytometrii (Luminex a flow CM). Přehled 






Tabulka 2.1 Současné možnosti předtransplantačního vyšetření rizika rejekce. 
Metoda Biomarker Imunitní mechanismus 
PRA, CM, Luminex anti-HLA protilátky protilátková alosenzitizace 
IFN-γ ELISPOT donor-reaktivní T lymfocyty buněčná alosenzitizace 
ELISA sCD30 buněčná imunita 
CD – cluster of differentiation, povrchové molekuly leukocytů; CM – cross-match test, křížová zkouška; 
ELISA – enzyme-linked immunosorbent assay, enzymová imunoanalýza; ELISPOT – enzyme-linked 
immunosorbent spot, bodová enzymová imunoanalýza; HLA – human leukocyte antigen, lidský leukocytární 
antigen; IFN-γ – interferon-gama; PRA –panel reaktivní protilátky; „s“ – soluble, rozpustný 
 
Panel reaktivní protilátky (PRA). U všech pacientů zařazených na čekací listinu je každé tři měsíce 
hodnocena četnost PRA odrážející reaktivitu séra (od čekatele na transplantaci) vůči  panelu buněk se 
známými HLA antigeny. Imunologické riziko vyjádřené procentem PRA hraje roli při alokaci ledvin a při 
volbě imunosupresivního režimu. Z pacientů v normálním pořadí na čekací listině jsou upřednostňování 
ti s vysokou frekvencí protilátek proti HLA. Imunosupresivní protokoly s indukční terapií jsou vyhrazeny 
pro pacienty se středně vysokým a vysokým imunologickým rizikem, které je definováno množství PRA.  
Cross-match test (CM). Před transplantací se provádí cross-match test neboli křížová zkouška, 
která ukáže reaktivitu příjemce na buňky dárce. Pozitivní CM je ve většině transplantačních center 
považován za absolutní kontraindikaci k provedení transplantace, i když již existují protokoly, které 
transplantaci umožní (ovšem za cenu silné imunosuprese a horších výsledků). Kromě standardní 
křížové zkoušky se v praxi používá i křížová zkouška s využitím průtokové cytometrie (FCXM, flow 
cross-match), která je minimálně 10x citlivější a zachycuje i protilátky nevázající komplement 
(necytotoxické). 
Luminex. V posledních letech byly představeny metody detekce protilátek založené na vazbě na 
pevnou fázi. Nejpoužívanější se stal Luminex, který využívá polystyrénové mikrokuličky s fluorochomy 
různé intenzity a s HLA antigeny navázanými na jejich povrch. Luminex má větší senzitivitu než CDC 
metody. Na rozdíl od nich detekuje i protilátky nevázající komplement, přesně definuje protilátky 
namířené proti jednotlivým lokusům i jednotlivým alelám, umožňuje kalkulaci virtuálního PRA a predikci 
pozitivního cross-match testu (virtuální cross-match; review (Tait et al., 2009)).   
IFN-γ ELISPOT. Detekci a kvantifikaci paměťových/efektorových aloreaktivních T lymfocytů 
umožňuje relativně nová, vysoce senzitivní metoda IFN-γ ELISPOT (enzyme-linked immunosorbent 
spot). Využívá sendvičovou ELISA k měření IFN-γ tvořeného lymfocyty příjemce po jejich stimulaci 
buňkami dárce. T lymfocyty, které se zatím nesetkaly s antigeny, jimž jsou při testu vystaveny, budou 
reagovat jen malou produkcí IFN-γ na rozdíl od presenzitizovaných lymfocytů. 
Vysoká frekvence donor-reaktivních T lymfocytů před transplantací koreluje s rizikem těžké akutní 





Nickel et al., 2004) a je nezávislá na jiných známých korelátech presenzitizace jako je vysoká 
koncentrace PRA, předchozí transplantace, krevní transfuze a těhotenství (Nickel et al., 2004). 
Nekoreluje s počtem neshod v HLA A, B a DR (Heeger et al., 1999). Donor-reaktivní buněčná 
senzitizace nemusí znamenat humorální senzitizaci a naopak. Z uvedeného vyplývá, že pacienti 
s vysokou frekvencí T lymfocytů produkujících IFN-γ by mohli profitovat z terapie imunosupresivy, která 
působí inhibici nebo depleci paměťových T buněk. Augustine et al. (Augustine et al., 2008) ukázali 
výrazný pokles rejekcí u pacientů s pozitivním ELISPOT, kteří dostali indukční terapii (anti-thymocytární 
globulin nebo anti-CD25 protilátku). Současně došlo po transplantaci k poklesu T lymfocytů 
produkujících IFN-γ. Naopak u pacientů s negativním ELISPOT s indukcí a bez ní byl výskyt rejekcí 
srovnatelný. Z toho vyplývá, že předtransplantační měření donor-reaktivní buněčné imunity by mohlo 
sloužit k individualizaci indukční terapie.  
sCD30. Jako slibný marker rejekce štěpu spojený se zhoršenými výsledky transplantace se jevila 
vysoká sérové koncentrace molekuly sCD30 před transplantací (i po ní) (Heinemann et al., 2007; Pelzl 
et al., 2002; Susal et al., 2002; Susal et al., 2003). Vzniká odštěpením membránově vázané kostimulační 
molekuly CD30 (exprimované po aktivaci T lymfocytů) z buněčného povrchu. U zdravých jedinců se 
nachází v nízkých sérových koncentracích; vyšší sérové koncentrace byly detekovány za patologických 
situací jako je systémový lupus erythematodes, revmatoidní artritida a další (Schlaf et al., 2007). Využití 
sCD30 k předtransplantační stratifikaci rizika ale ztěžuje nález velkých interindividuálních rozdílů 
v sérových koncentracích u potenciálních příjemců ledvinných štěpů (Altermann et al., 2007). Příjemci 
ledviny, kteří měli před transplantací vyšší hodnoty sCD30 a zároveň nižší hodnoty HGF (hepatocyte 






2.2. Potransplantační vyšetření 
Cílem potransplantačního vyšetření je identifikovat pacienty s větším rizikem rejekce nebo 
s počínající rejekcí a včas terapeuticky zasáhnout nebo naopak rozpoznat pacienty, u kterých může být 
imunosuprese minimalizována nebo dokonce vysazena. Jak bylo výše uvedeno, k diagnostice 
subklinické i klinické rejekce se běžně používá jen histologické vyšetření biopticky získaného vzorku 
tkáně štěpu. Ideální by bylo nahradit tuto invazivní metodu s nízkou senzitivitou metodami neinvazivními 
nebo méně invazivními a citlivějšími. Proto jsou hledány biomarkery stanovitelné v krvi a v moči 
(biomarkery v moči se tato práce samostatně nezabývá). Ke stanovení biomarkerů imunitního stavu po 
transplantaci se taktéž využívají metody detekce donor-reaktivních protilátek a T lymfocytů, analýza 
genové a proteinové exprese a dále také fenotypizace leukocytů. Přehled potransplantačních vyšetření 
je uveden v tabulce 2.2. Jednotlivé biomarkery jsou podrobně popsány v následujícím testu. 
 Tabulka 2.2 Potransplantační vyšetření; biomarkery, metody jejich stanovení a imunitní procesy, o nichž 
biomarkery vypovídají. 





PRA, CM, Luminex anti-HLA protilátky protilátková alosenzitizace 
IFN-γ ELISPOT donor-reaktivní T lymfocyty buněčná alosenzitizace 
ELISA sCD30 buněčná imunita 
analýza genové 
exprese 
granzym B, perforin buněčná cytotoxicita 
CD154, ICOS kostimulace 












podíl paměťových CD4+ či CD8+ 





FOXP3, FOXP3/ α-1,2-manosidáza 
TCAIM regulace T-buněčné apoptózy 
TMEM176B funkce dendritických buněk 
geny tvořící „otisk tolerance“ klidový stav imunitního systému či 
převaha regulačních (supresivních) 
imunitních mechanismů 
geny asociované s funkcí 
B lymfocytů 
Breg – regulační B lymfocyty; CD – cluster of differentiation, povrchové molekuly leukocytů; CM – cross-match 
test, křížová zkouška; ELISA – enzyme-linked immunosorbent assay, enzymová imunoanalýza; 
ELISPOT – enzyme-linked immunosorbent spot, bodová enzymová imunoanalýza; FOXP3/FoxP3 – forkhead 
box P3 (gen/ protein); HLA – human leukocyte antigen, lidský leukocytární antigen; ICOS – inducible 
costimulator, inducibilní kostimulátor; IFN-γ – interferon-gama; PRA –panel reaktivní protilátky; „s“ – soluble, 
rozpustný; TCAIM – T cell activation inhibitor, mitochondrial (gen); TMEM176B – transmembrane protein 176B 





Biomarkery v krvi 
Detekce HLA protilátek, IFN-γ ELISPOT. I v potransplantačním období se používá detekce 
protilátek proti dárcovským antigenům a to při podezření na  humorální rejekci v biopsii štěpu. 
Potransplantační monitorování IFN-γ produkujících donor-reaktivních T lymfocytů během prvních týdnů 
může odhalit pacienty s nastupujícím imunitním poškozením štěpu a umožnit tak včasnou úpravu 
imunosuprese (Nickel et al., 2004). 
Regulační T lymfocyty (Treg), FOXP3. V procesu rejekce alogenního štěpu se uplatňují různé 
populace bílých krvinek. U pacientů s akutní a chronickou dysfunkcí štěpu by měly být detekovatelné 
odlišné lymfocytární subpopulace než u pacientů se stabilní funkcí štěpu. Předpokládá se, že nemocní 
s operační tolerancí budou v periferní krvi vykazovat množství specifických znaků charakteristických pro 
stav tolerance. Nejvíce zkoumanou buněčnou populací v transplantologii se od jejich objevení v roce 
1995 staly CD4+CD25+ regulační T buňky (Sakaguchi et al., 1995). Později byl identifikován transkripční 
faktor FoxP3, klíčový pro rozvoj a funkci Treg (Bluestone, 2011), jehož mutace nebo nižší exprese jsou 
u člověka asociovány s některými autoimunitními chorobami. FoxP3 může také být přechodně 
exprimován v aktivovaných T buňkách, které ale nevykazují regulační funkce (Ziegler, 2007). Dále byly 
popsány další subpopulace regulačních T lymfocytů – CD4+ Tr1 a Th3, CD8+CD28-, NK T lymfocyty, 
nicméně za nejdůležitější jsou stále považovány CD4+CD25+FoxP3+. Treg hrají důležitou roli v navození 
a udržení tolerance dárcovských antigenů in vivo (Wood a Sakaguchi, 2003).  
U zdravých jedinců je imunitní homeostáza udržována rovnováhou mezi efektorovými (Teff) 
a regulačními T lymfocyty a narušení poměru Treg/Teff může být spojeno s osudem štěpu (Zheng et 
al., 2003). U pacientů s operační tolerancí po transplantaci ledviny byly v periferní krvi naměřeny vysoké 
koncentrace CD4+CD25highFoxP3+ Treg (Louis et al., 2006). Studie Braudeau et al. ukazují redukované 
množství periferních CD4+CD25highFoxP3+Treg u pacientů s chronickou rejekcí v porovnání s pacienty 
se stabilní renální funkcí s imunosupresí i bez ní (pacienti s operační tolerancí) (Braudeau et al., 2007). 
Vyšší exprese FOXP3 v periferní krvi byly pozorovány u pacientů s operační tolerancí bez nutnosti 
imunosuprese nebo pacientů se stabilní funkcí štěpu léčených imunosupresí v porovnání s pacienty 
s chronickou rejekcí (Iwase et al., 2011; Louis et al., 2006). Kreijveld et al. (Kreijveld et al., 2008) ukázali 
větší poměr mezi paměťovými CD8+ nebo CD4+ a CD4+CD25+FoxP3+ Treg těsně před vysazením 
tacrolimu u pacientů, u kterých vznikla akutní rejekce po vysazení tohoto CNI oproti pacientům bez 
rejekce. Dále zaznamenali pokles v zastoupení naivních CD4+ buněk u pacientů v nižším riziku akutní 
rejekce po vysazení tacrolimu. Kombinace obou těchto markerů tvoří test s vysokou prediktivní 
hodnotou. Vysoký poměr CD4+CD25+ Treg k CD4+ T lymfocytům byl pozorován v krvi pacientů, u 
kterých se podařilo navodit experimentálně toleranci pomocí režimu zahrnující transplantaci 
dárcovských hematopoetických buněk (Scandling et al., 2012). V jiném experimentálně použitém 
tolerogenním režimu s využitím hematopoetických kmenových buněk a „toleranci-facilitujících“ buněk 





V posledních letech byl také studován vliv používané imunosuprese na koncentrace Treg. Ukázalo 
se, že řada imunosupresiv, donedávna považovaných za depleční nebo inhibiční pro všechny druhy 
T lymfocytů, šetří populaci Treg nebo dokonce podporuje její expanzi.  
Podle mezinárodních doporučení by součástí imunosupresivních léčebných protokolů příjemců 
transplantované ledviny měla být také indukční léčba léčebnými látkami způsobujícími depleci lymfocytů 
(včetně králičího anti-thymocytárního globulinu (rATG)) nebo antagonisty receptoru pro IL-2, a to jako 
prostředek k redukci výskytu akutní rejekce a/nebo prostředek k redukci dávek ostatních součástí 
imunosupresivního režimu (KDIGO Transplant Work Group, 2009). Mechanismus, jakým tyto léky 
modulují aloimunitní odpověď, není ještě zcela znám. Lopez et al. (Lopez et al., 2006) ukázali, že rATG 
vedlo k expanzi CD4+CD25+FoxP3+ Treg in vitro způsobem závislým na dávce. Studie odhalila dva 
mechanismy expanze: konverzi CD4+CD25- na CD4+CD25+ buňky a proliferaci přirozeně se vyskytující 
populace CD4+CD25+ T lymfocytů.  
V současnosti dostupný antagonista IL-2 receptoru je basiliximab, monoklonální protilátka se 
specificitou k α řetězci receptoru pro IL-2 (IL-2Rα, také známý jako CD25), který je přítomný na 
aktivovaných lymfocytech. Signalizace přes IL-2/IL-2 receptor (IL-2R) hraje klíčovou roli pro vývoj a 
proliferaci antigenem aktivovaných T lymfocytů, které zahrnují jak Teff tak Treg (Malek et al., 2002; 
Sadlack et al., 1993). Blokáda IL-2R by tedy mohla mít negativní vliv na rozvoj transplantační tolerance 
a osud štepu.  
Transkripty cytotoxických lymfocytů a NK buněk. Cytotoxické lymfocyty a přirození zabíječi (NK 
buňky) hrají důležitou roli při vzniku rejekce štěpu (Wood a Goto, 2012). Jejich efektorovými molekulami 
jsou granzym B a perforin 1. Perforin tvoří póry v cílové buňce a tak umožní vstup granzymu B a dalších 
komponent do buňky, což vede k následné apoptóze (Lo et al., 2010). Zvýšení transkriptů cytotoxických 
lymfocytů a NK buněk jako jsou granzym B a perforin bylo popsáno v periferní krvi příjemců 
transplantované ledviny v době klinické diagnózy akutní rejekce nebo dokonce o několik dní dříve 
(Sabek et al., 2002; Simon et al., 2003).  
Povrchové receptory leukocytů. V periferní krvi pacientů s dlouhodobě přežívajícími ledvinnými 
štepy byla snížena transkripce genu CD247 (Alvarez et al., 2004; Baniyash, 2004). CD247 je ζ-řetězec 
receptoru T lymfocytů (TCR), který je součástí komplexu TCR-CD3 na T lymfocytech a aktivačních 
receptorů na NK buňkách (Baniyash, 2004). U pacientů s operační tolerancí byla také popsána snížená 
exprese TLR5 (toll-like receptor 5) (Sagoo et al., 2010). TLR5 je člen TRL receptorové rodiny, která 
hraje zásadní roli v rozpoznání patogenu a aktivaci přirozené imunity. 
Kostimulační geny. Alakulppi et al. (Alakulppi et al., 2007) ukázali, že vyšší exprese kostimulačních 






TCAIM (TOAG-1) a α-1,2-manosidáza. Skupina Volka (Sawitzki et al., 2007) identifikovala na dvou 
transplantačních modelech (transplantace ledviny u potkanů a srdce u myší) dva nové markery 
k predikci rejekce a trvalého přijetí štěpu – TCAIM a α-1,2-manosidáza.  
TCAIM (T cell activation inhibitor, mitochondrial; nejdříve popsán jako TOAG-1, 
tolerance-associated gene 1) je gen kódující mitochondriální protein, jehož zvýšená exprese vede 
k zesílení apoptózy T lymfocytů (Keeren et al., 2009). Další studie ukázaly, že TCAIM kontroluje aktivaci 
T lymfocytů a podporuje indukci tolerance pravděpodobně regulací mitochondriální distribuce a 
produkce mitochondriálních reaktivních forem kyslíku mediované skrze aktivaci TCR (Schumann et al., 
2014).  
α-1,2-manozidáza je důležitá pro N-glykosylaci membránově vázaných a secernovaných proteinů. 
Při její inhibici dochází ke zvýšení produkce IL-2, důležitého k přežití, proliferaci a diferenciaci 
T lymfocytů. Exprese obou těchto genů byla vysoká při přijetí štěpu, klesala při rejekci a silně pozitivně 
korelovala s funkcí štěpu v experimentálním modelu. K poklesu těchto markerů v krvi i ve štěpu došlo 
tři dny před akutní rejekcí (Sawitzki et al., 2007). Asociace vyšší exprese α-1,2-manozidázy s přijetím 
štěpu pozorovaná v experimentálním modelu se však nepotvrdila v klinických studiích, ve kterých byla 
α-1,2-manozidáza hodnocena spíše jako marker rejekce. U pacientů s operační tolerancí byl vyšší podíl 
genové exprese FOXP3 k α-1,2-manozidáze v porovnání s pacienty s chronickou rejekcí (Sagoo et al., 
2010).  
TMEM176B. TMEM176B je gen (původně popsaný jako TORID) kódující transmembránový protein, 
který je exprimovaný na klidových makrofázích a nezralých dendritických buňkách (Condamine et al., 
2010; Louvet et al., 2005). V modelu indukované tolerance po transplantaci srdce navozené krevní 
transfuzí byl zvýšeně exprimován u dlouhodobě přežívajících štěpů bez známek chronické rejekce 
(Louvet et al., 2005). Pozdější studie ukázala, že protein TMEM176B je zodpovědný za fagozomální 
kationový proud, který je potřebný pro kontrolu fagozomálního pH v dendritických buňkách (Segovia et 
al., 2014), které je kritické pro zkříženou prezentaci exogenních antigenů.  
„Otisk tolerance“, transkripty genů spojených s funkcí B lymfocytů. Práce Brouard et al. 
(Brouard et al., 2007) vedla k identifikaci biomarkerů v krvi, specifických pro stav operační tolerance. 
Porovnáním vzorků od pacientů s operační tolerancí, pacientů s chronickou rejekcí a zdravých 
dobrovolníků za užití metody cDNA microarray identifikovali „otisk tolerance“ (“tolerant footprint“) 
zahrnující 49 genů schopných odlišit s vysokou specificitou fenotyp tolerance a chronické rejekce. Tento 
genový podpis odráží klidový stav imunitního systému. 
Velkou pozornost si v posledních letech získaly geny spojené s funkcí B lymfocytů. Studie konsorcia 
The Indices of Tolerance identifikovala řadu markerů v periferní krvi, které umožnily u příjemců 
transplantované ledviny spolehlivě rozlišit pacienty s operační tolerancí bez potřeby imunosuprese a 
pacienty s chronickou rejekcí (Sagoo et al., 2010). Šest z deseti genů, které nejlépe odlišily pacienty 
s operační tolerancí od ostatních skupin, byly spojené s funkcí B lymfocytů (Sagoo et al., 2010). Také 





pacientů s operační tolerancí v porovnání s pacienty se stabilní funkcí štěpu (Newell et al., 2010) či s 
pacienty s intersticiální fibrózou a tubulární atrofií (Brouard et al., 2007). 
B regulační lymfocyty (Breg). Do nedávna byly B lymfocyty primárně spojovány s rozvojem 
rejekce, v níž se uplatňují skrze prezentaci antigenu, produkci cytokinů a diferenciaci v plasmatické 
buňky produkující protilátky (Zarkhin et al., 2010). Postupně ale přibývají důkazy o existenci subpopulací 
B lymfocytů, které mají regulační funkce. Ve většině studií je pro funkci Breg zásadní IL-10 a schopnost 
jej produkovat je zatím jediným znakem definující Breg. IL-10+ B lymfocyty jsou bohatěji zastoupeny 
v řadě subpopulací, jako jsou „memory-like“ B lymfocyty, transientní B lymfocyty ale i plazmatické buňky 
(Crespo et al., 2015). V řadě studií byly zvýšeny počty periferních B lymfocytů se zvýšením naivních a 
transitorních subpopulací u pacientů s operační tolerancí v porovnání s pacienty s chronickou rejekcí či 
se stabilní funkcí štěpu na imunosupresi (Chesneau et al., 2014; Newell et al., 2010; Sagoo et al., 2010). 
 
Biomarkery v biopsii, protokolární biopsie 
Protokolární biopsie hraje zatím nezastupitelnou roli v diagnostice subklinické (i klinické) rejekce. 
Cestou k zavedení méně invazivních diagnostických metod je studium korelace biomarkerů rejekce, 
přijetí štěpu a dlouhodobé funkce štěpu ve tkáni transplantátu s funkcí štěpu a nálezem stejných 
biomarkerů v krvi a moči (Viklicky et al., 2013). Předmětem výzkumu jsou také odlišné molekulární 
fenotypy předpovídající riziko progrese rejekce a selhání štěpu. Snaha o klinické využití těchto poznatků 
má velký význam, dokud se nestane protokolární biopsie nahraditelnou. 
Treg, FOXP3. Jak bylo uvedeno výše, FoxP3 není výlučným znakem  regulačních T buněk, ale je 
také přechodně exprimován většinou aktivovaných T buněk. V  moči pacientů s biopsií potvrzenou 
diagnózou akutní rejekce byly nalezeny vyšší koncentrace FOXP3 mRNA v porovnání s pacienty bez 
rejekce. Vyšší koncentrace FOXP3 mRNA však korelovaly s delším přežitím štěpu (Muthukumar et al., 
2005). Studie Bunnag et al. (Bunnag et al., 2008) potvrdila vyšší exprese FOXP3 ve štěpech pacientů 
po transplantaci ledviny s probíhající akutní rejekcí v porovnání s pacienty bez rejekce, avšak 
nepotvrdila asociaci s budoucí lepší funkcí štěpu. Dle této práce se FoxP3+ buňky nebo jejich prekurzory 
hromadí v místech zánětu jako strategie ke kontrole možného vzniku autoimunity (Bunnag et al., 2008).  
Závěr, že přítomnost FoxP3+ Treg ve štěpu hraje důležitou roli v jeho přijetí, učinili Bestard et al. 
(Bestard et al., 2007) a Kawai et al. (Kawai et al., 2008). První nalezli mezi transplantovanými, kteří byli 
léčeni rATG a sirolimem, skupinu pacientů vykazující sníženou donor specifickou odpovídavost, která 
byla vázána na cirkulující Treg a přítomnost FoxP3+ buněk ve štěpu. Druzí popsali navození tolerance 
transplantací kostní dřeně a ledviny od příbuzných žijících dárců s neshodou v HLA a její udržení i po 
ztrátě chimerismu asociované s přítomností Treg ve štěpu. Tento nález naznačuje, že FoxP3+ buňky ve 





Transkripty cytotoxických lymfocytů a NK buněk. Byla prokázaná silná korelace exprese 
transkriptů cytotoxických lymfocytů jako je granzym B a perforin ve štěpu s nálezem akutní rejekce po 
transplantaci ledvin (Lipman et al., 1992; Lipman et al., 1994). Podle složení transkriptů cytotoxických 
lymfocytů lze dokonce odlišit na terapii rezistentní a senzitivní rejekci (Nickel et al., 2001). 
TCAIM a α-1,2-manozidáza. Snížení exprese těchto dvou genů, objevených skupinou Volka a 
Sawitzké, ve štěpu i v periferní krvi tři dny před rejekcí na zvířecím modelu již bylo zmíněno výše. 
K možnému klinickému využití těchto dvou genů jako markerů přijetí štěpu je nutné provést jejich 
expresní analýzu u člověka. 
Cytokiny a chemokiny. Výzkumy v transplantační laboratoři IKEM ukázaly, že nemocní se 
zvýšenou genovou expresí TGF-β1 a MCP-1 (monocyte chemoatractant protein 1) jsou ve vyšším riziku 
budoucího selhání (Hribova et al., 2007) a že pacienti se specifickým molekulárním fenotypem rejekce 
(snížená exprese CD20) jsou v riziku její rezistence k léčbě a rychlejší ztráty funkce transplantované 





3. HYPOTÉZY A CÍLE 
 
Hypotézy 
Předpokládali jsme, že indukční imunosuprese rATG vede k vzestupu počtu Treg a změněné 
expresi dalších biomarkerů transplantační tolerance, které se uplatňují v dlouhodobém přijetí štěpu. 
Stejně tak by po podání rATG mělo dojít ke změně exprese markerů rejekce asociovaných 
s T lymfocyty. Indukční léčba basiliximabem (jakožto nedepleční protilátkou zamířenou proti receptoru 
pro IL-2) nemusí ovlivnit počty Treg, ale může ovlivnit expresi biomarkerů tolerance či rejekce 
asociovaných s T lymfocyty. 
Dále jsme očekávali, že přítomnost a/nebo změněné množství nově identifikovaných biomarkerů 
transplantační tolerance (či rejekce) v periferní krvi a v biopticky získaném vzorku tkáně ledvinného 




1. Zhodnotit efekt různé indukční léčby na regulační T lymfocyty v periferní krvi pacientů po 
transplantaci ledviny a analyzovat asociaci počtů těchto buněk s krátkodobými výsledky 
transplantace. Prokázat, že u pacientů s vyšším rizikem rejekce dojde po podání indukční 
terapie rATG ke změně počtu regulačních T lymfocytů. 
2. Zhodnotit efekt (a případný tolerogenní potenciál) různé indukční léčby na expresi genů 
asociovaných s tolerancí či rejekcí a počty lymfocytárních subpopulací exprimujících tyto geny 
v periferní krvi pacientů po transplantaci ledviny. 
3. Monitorovat změny v monocytárních subpopulacích a jejich distribuci v periferní krvi pacientů 
po transplantaci ledviny léčených standardní imunosupresí také s ohledem na různé použité 
imunosupresivní režimy.  
4. Zjistit, zda změny v míře exprese genů asociovaných s operační tolerancí budou v periferní krvi 
a ve štěpu příjemců ledviny léčených imunosupresí spojeny s absencí rejekce 








Studie vychází z řešení grantového projektu (IGA MZCR NS 10517-3/2009), jehož cílem bylo 
analyzovat různé markery rejekce a tolerance v prospektivní observační studii. 
4.1. Pacienti a vzorky 
Do studie bylo zařazeno celkem 75 pacientů, kterým byla transplantována ledvina od zemřelého 
dárce v období mezi zářím 2009 a listopadem 2010 v Transplantacentru Institutu klinické a 
experimentální medicíny. Základními zařazovacími kritérii byl písemný informovaný souhlas, standardní 
léčebný protokol a dostupnost průtokové cytometrie (dostupná pouze ve všední dny). Protokol studie 
byl schválen Etickou komisí Institutu klinické a experimentální medicíny (č. 608-08-10).  
Pacienti byli léčeni podle léčebného protokolu centra, který zahrnoval trojkombinaci udržovací 
imunosupresivní terapie s kalcineurinovým inihibitorem (CNI, tacrolimus nebo cyklosporin A), 
mykofenolát mofetilem a kortikosteroidy, s indukční imunosupresí či bez ní. Volba indukční léčby se 
řídila imunologickým rizikem pacienta. Pacienti s PRA ≥ 50% nebo ti, kteří již v minulosti podstoupili 
transplantaci ledviny, byli léčeni 1-1.5 mg/kg/den rATG (Thymoglobulin®, Genzyme Corporation, 
Cambridge, MA, USA n = 28) i.v. ve 2-7 dávkách během prvního týdne po transplantaci. Pacienti s PRA 
20-49% nebo ti, kteří obdrželi ledvinu od dárce s rozšířenými kritérii, byli léčeni 2x 20 mg basiliximabu 
(Simulect®, Novartis, Basel, Switzerland, n = 22) i.v. a to v den transplantace a 4 dny po transplantaci. 
Pacientům s PRA < 20% nebyla podána žádná indukční léčba (n = 25). Vzorky periferní krve pacientů 
byly odebrány před transplantací a 7., 14., 21., 28., 60., 90. den a 6 a 12 měsíců po transplantaci. 
Skupiny pacientů se kromě zastoupení retransplantací, PRA a věku dárce nelišily v klinických 
charakteristikách (podrobněji viz tabulky v originálním znění článků v kapitole 5. Výsledky). 
Ze 75 pacientů 4 pacienti podstoupili graftektomii (4., 20., 58. a 161. den po transplantaci) z důvodu 
trombózy v. renalis, akutního krvácení po biopsii, primární afunkce štěpu ledviny a sekundární afunkce 
štěpu ledviny; dva pacienti zemřeli (56. a 80. den po transplantaci) na náhlou smrt a embolii plicnice a 
dva pacienti vystoupili ze studie 14. respektive 60. den po transplantaci.  
Šedesát pacientů splnilo následující kritéria k zařazení do studie vlivu indukce na expresi 
molekulárních markerů asociovaných s rejekcí a tolerancí: 1) dostatečné množství mRNA získané 
během alespoň 7 z 9 období sběru vzorků, 2) nezměněná udržovací imunosupresivní léčba a 
3) nepřítomnost steroid-rezistentní rejekce. 
 Šedesát sedm pacientů splnilo zařazovací kritérium pro studii vlivu rejekce na expresi 
molekulárních biomarkerů asociovaných s rejekcí a tolerancí, což byl dostatek mRNA získaný během 
alespoň 7 z 9 období sběru vzorků. 
Pro studii subpopulací monocytů v periferní krvi byly jako zdravé kontroly použity vzorky od 20 
dobrovolníků ve věku 25-50 let bez klinických příznaků nemoci, signifikantních klinických diagnóz a 





4.2. Renální biopsie a léčba rejekce 
Renální biopsie byly prováděny z klinické indikace (při podezření na rejekci) a dále u každého 
příjemce 90. den po transplantaci dle protokolu („protokolární biopsie“). Histologické nálezy byly 
hodnoceny podle Banffské klasifikace z roku 2005 (17).  
Hraniční změny a T buňkami zprostředkovaná rejekce (TCMR) stupně I a IIA byly léčeny pulzně 
podávaným methylprednisolonem v celkové dávce 1,5-2 g. TCMR stupně IIB a III a steroid-rezistentní 
TCMR byly léčeny i.v. podávaným rATG v nejvíce 10 dávkách (2 mg/kg 1. den a 1 mg/kg 2.-10. den). 
Protilátkami zprostředkovaná rejekce byla léčena výměnnou plazmy a intravenózními imunoglobuliny 
střídavě obden během 10-denního období.  
U pěti pacientů, kteří dostali rATG jako součást léčby rejekce (pacienti ze skupiny bez indukce a 
s basiliximabem), nebyly vzorky ze všech časových období po podání rATG zařazeny do statistiky 
porovnání skupin. 
4.3. Průtoková cytometrie mononukleárních buněk periferní krve 
Vzorky periferní krve byly odebírány do sterilních zkumavek s EDTA. Mononukleární buňky periferní 
krve (PBMC) byly izolovány centrifugací na hustotním gradientu (Lymphoprep™, Axis-Shield, Oslo, 
Norway) a značeny monoklonálními protilátkami (mAb) konjugovanými s fluorochromy. Přibližně 1x106 
buněk PBMC v objemu 100 µl v PBS-BSA (phosphate buffered saline – bovine serum albumin) bylo 
inkubováno s vybranými panely mAb po 20 min za pokojové teploty ve tmě.  Barvení k identifikaci 
FoxP3+ Treg bylo provedeno pomocí soupravy Human Regulatory T Cell Staining Kit dle doporučení 
výrobce (eBioscience, San Diego, CA, USA). Intracelulární značení FoxP3 bylo provedeno po 
povrchovém značení liniově specifických znaků. Použité panely protilátek jsou souhrnně uvedeny v 
tabulce 4.1.  
Reziduální erytrocyty byly lysovány roztokem Optilyse C (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) po 
dobu 10 min za pokojové teploty ve tmě. Reakce byla zastavena roztokem CellWash (Beckton Dickinson 
Bioscience, Benelux, Belgium). 
Po obarvení byly vzorky změřeny pomocí průtokového cytometru FC 500 (Beckman Coulter, Brea, 
CA, USA) a analyzovány za použití software CxP a Kaluza (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Analýza 
pomocí průtokové cytometrie byla prováděna s alespoň 100 případy v gate. Definice analyzovaných 
buněčných populací pomocí buněčných znaků jsou uvedeny v tabulace 4.2 (v závorkách jsou uvedené 
zkratky užívané v této práci).  
Absolutní počty buněčných populací byly vypočítány z absolutních počtů lymfocytů či leukocytů 







Tabulka 4.1 Panely protilátek použité pro analýzu průtokovou cytometrií. 
 







anti-CD45-FITC  B3821F4A Beckman Coulter, Brea, CA, USA 
anti-CD4-RD1  SFCI12T4D11 
anti-CD8-ECD  SFCI21Thy2D3 
anti-CD3-PC5 UCHT1 
anti-CD4-PE  13B8.2 Beckman Coulter, Brea, CA, USA 
anti-CD8-PC7  SFCI21Thy2D3 




anti-CD4-PC7  SFCl12T4D11 Beckman Coulter, Brea, CA, USA 
anti-CD25-PC5  B1.49.9 
anti-CD127-PE R34.34 
anti-CD4-FITC  RPA-T4 eBioscience, San Diego, CA 
anti-CD25-APC  BC96 
anti-Foxp3-PE PCH101 
B lymfocyty 
a NK buňky 
anti-CD45-FITC B3821F4A Beckman Coulter, Brea, CA, USA 
anti-CD56-RD1 N901/NKH1 
anti-CD19-ECD J3-119 




anti-CD36-FITC FA6.152 Beckman Coulter, Brea, CA, USA 
anti-CD14-PC7 RMO52  
anti-CD16-ECD 3G8 
anti-CD74-Alexa Fluor 647 LN2 BioLegend, San Diego, CA, USA 
anti-CD163-PE   GHI61 
anti-CD163-PE RM3/1 
APC – allophycocyanin, alofykocyanin; ECD – energy-coupled-dye; FITC – fluorescein isothiocyanate, 
fluorescein isothiokyanát; PE – phycoerythrin, fykoerytrin, PC7 – phycoerythrin-cyanine 7, 







Tabulka 4.2 Definice analyzovaných buněčných podtypů pomocí buněčných znaků  
Celý název (zkratka) Definice buněčnými znaky 
T lymfocyty CD45+CD3+ 
Pomocné T lymfocyty (CD4+) CD45+CD3+CD4+ 
Cytotoxické T lymfocyty (CD8+) CD45+CD3+CD8+ 
Efektorové CD8+ T lymfocyt (Teff) CD8+CD45RA+CD62L- 
Regulační T lymfocyty (Treg) CD4+CD25+FoxP3+  
CD4+CD25+CD127- 
CD4+FoxP3+ 
B lymfocyty CD45+CD19+CD3- 
Přirození zabíječi, natural killer cells (NK) CD45+CD3-CD16+CD56+/- 
Intermediální/neklasické monocyty CD14+CD16+  
Imunosupresivní monocyty CD14+CD163+ 
 
4.4. In vitro stimulace a měření periferních mononukleárních buněk  
Pro in vitro experiment byla použita periferní krev 3 zdravých dobrovolníků (ve věku 30-55let), bez 
klinických příznaků nemoci, signifikantních klinických diagnóz a transplantace v anamnéze. Periferní 
krev (50ml) byla odebrána do zkumavek obsahujících EDTA. PBMC byly získány centrifugací na 
standardním hustotním gradientu Ficoll-Paque (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA) a 
následně resuspendovány v RPMI-1640 mediu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) s přídavkem 10% 
FCS (fetální telecí sérum), L-glutaminu, penicilinu a streptomycinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
a centrifugovány po dobu 10 min při 180 × g.  
Po té byly buňky kultivovány v termostatu při 37°C v 5% CO2 v RPMI-1640 mediu (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, USA) a stimulovány rATG (v koncentraci 1, 10 a 100 ug/ml), basiliximabem (v koncentraci 
1, 10, 100 a 1000 ng/ml) nebo methylprednisolonem (v koncentraci 10, 100 a 1000 ug/ml). Jako 
negativní kontroly byly použity nestimulované buňky. Buňky byly uvolněny z povrchu kultivačních jamek 
pomocí Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 
Zastoupení CD14+CD16+ a CD14+CD163+ monocytů bylo měřeno v duplikátech pomocí 
průtokového cytometru FC 500 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) v čase 0, 1, 3, 6, 24, 48 a 72 hodin 
po stimulaci. Viabilita buněk byla posouzena pomocí analyzátoru Vi-Cell (Beckman Coulter, Brea, CA, 
USA). U buněk stimulovaných rATG po dobu 72hod byla viabilita monocytů narušena, proto nebyla data 





4.5. Analýza genové exprese  
Izolace RNA 
Pro analýzu genové exprese z krve byla odebrána periferní krev přímo do zkumavek PAXgene 
(Qiagen, Hilden, Germany). Krev byla zmražena a skladována při -20° C. RNA z plné krve byla 
extrahována pomocí soupravy PAXgene Blood RNA Kit (Qiagen, Hilden, Germany) s použitím přístroje 
QIA cube (Qiagen, Hilden, Germany).  
Pro analýzu genové exprese ze vzorku tkáně transplantované ledny bylo použito malé množství 
tkáně získané renální biopsií, které bylo okamžitě po odebrání skladováno v roztoku RNAlater 
(Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, MO, USA) při teplotě -20° C nebo -80° C. Ze vzorků ledvinné 
tkáně byla pomocí soupravy RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) izolována 
vysoce kvalitní celková RNA, která byla následně eluována v 30ul vody prosté na RNázu.  
Čistota a koncentrace RNA byly stanoveny pomocí spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo 
Scientific, Wilmington, DE, USA). Použitá metoda izolace je rutinně užívána v naší laboratoři a byla 
validována a standardizována na referenčních vzorcích.  
Kvantitativní RT-PCR analýza 
Pro syntézu komplementární DNA (cDNA) ze 2ug celkové RNA byla použita reverzní transkriptáza 
SuperScript™ II Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) dle doporučení výrobce. Před 
reverzní transkripcí byla RNA ošetřena DNázou, tak aby následně syntetizovaná cDNA nebyla 
kontaminovaná genomovou DNA.  
Profily genové exprese 11 vybraných genů asociovaných s tolerancí či rejekcí (GZMB, PRF1, 
CD247, FOXP3, TCAIM (TOAG-1, C3orf23), MAN1A1, TLR5, MS4A1, CD79B, TCL1A, TMEM176B) 
byly stanoveny pomocí kvantitativní real-time RT-PCR za použití metody 2-Ct pro relativní kvantifikaci 
genové exprese (relative quantity RQ, qRT-PCR (2-Ct)). Pro vnitřní kontrolu byly použity geny HPRT 
a PGK1 v analýze vzorků periferní krve a GAPDH a PGK1 v analýze vzorků z renální biopsie.  
Jako kalibrátor pro analýzu genové exprese z krve sloužila cDNA jednoho kontrolního vzorku krve. 
Pro analýzu genové exprese v renální biopsii byla jako kalibrátor použita cDNA získaná reverzní 
transkripcí komerčně nabízené RNA z ledvinné tkáně (First Choice Human Kidney Total RNA, Ambion, 
Life Technologies). Kvantifikace mRNA byla provedena v triplikátech pomocí expresní eseje TaqMan® 
Gene Expression Assay (Applied Biosystems) a TaqMan® Fast Advanced Master Mix (Applied 
Biosystems) na přístroji Prism 7900 HT Sequence Detection system (Applied Biosystems). Pro analýzu 
dat byl použit RQ Manager 1.2. software (Applied Biosystems). Přehled oficiálních zkratek a názvů genů 







Tabulka 4.3 Přehled oficiálních zkratek a názvů genů a názvů esejí ke stanovení genové exprese 
Symbol genu (jiný symbol) Název genu Název eseje 
GZMB granzyme B Hs01554355_m1 
PRF1 perforin 1 (pore forming protein) Hs00169473_m1 
CD247 CD247 molecule Hs00167901_m1 
FOXP3 forkhead box P3 Hs00203958_m1 
TCAIM (C3orf23, TOAG-1)  T cell activation inhibitor, mitochondrial Hs00603313_m1 
MAN1A1 mannosidase, alpha, class 1A, member 1 Hs00195458_m1 
TLR5 toll-like receptor 5 Hs00152825_m1 
MS4A1  membrane-spanning 4-domains, subfamily A, 
member 1 
Hs00544818_m1 
CD79B  CD79b molecule, immunoglobulin-associated beta Hs00236881_m1 
TCL1A  T-cell leukemia/lymphoma 1A Hs00951350_m1 
TMEM176B transmembrane protein 176B Hs00962650_m1 
HPRT hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 Hs01003267_m1 
PGK1 phosphoglycerate kinase 1 Hs99999906_m1 
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Hs99999905_m1 
 
4.6. Statistická analýza 
Statistická analýza byla provedena pomocí softwarů GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La 
Jolla, CA, USA), BMDP PC-90 (BMDP Statistical Software Inc., Los Angeles, CA, USA) a SPSS 20 (IBM 
Corporation, Somers, NY). Klinické charakteristiky skupin pacientů byly porovnávány pomocí testu 
Mann-Whitney či Kruskal-Wallis podle rozložení dat (testování normality testem Shapiro-Wilk) u 
kontinuálních proměnných a χ2 testem u kategorických proměnných. Pro porovnání počtů buněk a RQ 
mRNA u jednotlivých skupin pacientů byla použita logaritmická transformace a parametrické testování 
pomocí ANOVA (analysis of variance, analýza rozptylu) pro opakovaná měření s Bonferroniho korekcí 
či s porovnáním dvou časových bodů uvnitř skupiny nebo gama regrese a zobecněný smíšený lineární 
model pro opakovaná měření s ajdustací. Pro korelaci klinických a cytometrických dat byl použit 
Spearmanův korelační koeficient. Data byla vyjádřena jako medián [min; max], absolutní počty (n), 
medián a interkvartilové rozpětí, odhadnuté marginální průměry ± SEM. Rozdíly byly uvažovány jako 
statisticky signifikantní při P<0,05. Použité statistické metody jsou podrobněji popsány v originálních 








5.1. Vliv indukční imunosuprese na regulační T lymfocyty 
 
Úvod 
Předpokládá se, že regulační T lymfocyty (Treg) snižují aloimunitní odpověď. Cílem této otevřené 
prospektivní studie bylo zhodnotit efekt různé indukční léčby na Treg v periferní krvi pacientů po 
transplantaci ledviny a analyzovat asociaci počtů těchto buněk s krátkodobými výsledky transplantace.  
Metody 
Počty CD4+CD25+FoxP3+ Treg a CD8+CD45RA+CD62L- efektorových T lymfocytů (Teff) v periferní 
krvi byly stanovovány pomocí průtokové cytometrie u 71 prospektivně sledovaných příjemců ledvinného 
štěpu 0., 7., 14., 21., 28., 60. a 90. den po transplantaci. Pacienti byli léčeni trojkombinací 
imunosupresivní terapie s CNI s indukcí rATG (n=28), basiliximabem (anti-CD25 mAb, n=18) nebo bez 
indukce (n=25). Data z průtokové cytometrie byla korelována s incidencí rejekce.  
Výsledky 
V porovnání s pacienty léčených bez indukce, došlo ve skupině s indukcí rATG k expanzi 
CD4+CD25+FoxP3+ v rámci populace CD4+ T buněk ve všech sledovaných časech od 14. dne 
(P<0.001). U pacientů léčených basiliximabem došlo v porovnání s pacienty bez indukce v období 7. až 
60. den po transplantaci k signifikantnímu poklesu v počtech CD4+CD25+FoxP3+ Treg (P<0.001) a 
současně k přechodnému objevení CD4+CD25low/-FoxP3+ buněčné populace. Biopticky potvrzená akutní 
rejekce se vyskytla u 16,7% pacientů bez indukce, 10,7% pacientů léčených rATG a u 11,1% pacientů 
léčených basiliximabem. U pacientů bez rejekce ve skupině s basiliximabem byl v potransplantačním 






Obrázek 5.1 Vliv různých indukčních imunosupresivních léků na Treg. (A) Reprezentativní bodový graf 
u pacienta, který byl léčen bez indukce, (B) u pacienta léčeného rATG a (C) pacienta léčeného basiliximabem před 
transplantací (vlevo) a 21. den po transplantaci (vpravo). Buňky byly sekvenčně gateovány na CD4+ a 
CD25+FOXP3+ populace. U pacientů s indukční léčbou basiliximabem byly buňky dodatečně gateovány na 










Obrázek 5.2 Vliv různých indukčních imunosupresivních léků na Treg. (A) Časový průběh relativních (vlevo) 
a absolutních (vpravo) počtů CD4+CD25+FoxP3+ Treg u pacientů, kteří nebyli léčeni indukční léčbou a u pacientů, 
léčených rATG či basiliximabem. (B) Časový průběh relativních (vlevo) a absolutních (vpravo) počtů 
CD4+CD25+FoxP3+  a CD4+CD25low/-FoxP3+  buněk ve skupině s basiliximabem. Data jsou zobrazena jako mediány 
a interkvartilová rozpětí.  
Závěr a shrnutí studie 
V této prospektivní studii jsme ukázali, že indukční léčba rATG byla asociována s expanzí 
CD4+CD25+FoxP3+ T regulačních buněk a že léčba basiliximabem vedla k přechodnému objevení 
CD4+CD25low/-FoxP3+ buněk při současném přechodném vymizení CD4+CD25+FoxP3+. Pacienti léčeni 
indukční imunosupresivní léčbou měli nižší výskyt rejekcí v porovnání s pacienty bez indukce. Trvale 
vyšší poměr CD4+FoxP3+/Teff byl asociovaný s nepřítomností rejekce po indukci basiliximabem. Tyto 





Práce byla publikována v časopise Nephrology Dialysis and Transplantation:  
Krystufkova E, Sekerkova A, Striz I, Brabcova I, Girmanova E, Viklicky O. Regulatory 
T cells in kidney transplant recipients: the effect of induction immunosuppression 








































Indukční terapie může zlepšit výsledky renální transplantace, ale jen málo je známo o 
mechanismech zodpovědných za její efekt. Cílem této studie bylo zhodnotit efekt různé indukční léčby 
na expresi genů asociovaných tolerancí či rejekcí a počty lymfocytárních subpopulací v periferní krvi 
pacientů po transplantaci ledviny. 
Metody 
V periferní krvi 60 příjemců transplantované ledviny byla prospektivně monitorována relativní 
množství (RQ) mRNA genů asociovaných s tolerancí nebo rejekcí (CD247, GZMB, PRF1, FOXP3, 
MAN1A1, TCAIM, a TLR5) a lymfocytární subpopulace (CD3+, CD4+ a CD8+ T lymfocyty, CD4+FoxP3+ 
Treg a NK buňky) před transplantací a 7., 14., 21., 28., 60., 90. den a 6. a 12. měsíc po transplantaci. 
Protože basiliximab může vést k down-regulaci znaku CD25 (Vondran et al., 2010; Wang et al., 2009) 
nebo interferovat s některými klony anti-CD25 mAb užívaných pro průtokovou cytometrii (Abadja et al., 
2010), byly v této studii Treg definovány jako CD4+FoxP3+. Pacienti byli léčeni trojkombinační 
imunosupresí založené na CNI a indukcí rATG (n=24) či basiliximabem (n=17) nebo bez indukce (n=19). 
Pro statistickou analýzu byl použit zobecněný smíšený lineární model pro opakovaná měření s adjustací 
na rejekci, věk dárce a příjemce a opožděný rozvoj funkce.  
Výsledky 
Indukční léčba rATG vedla k depleci všech sledovaných T buněčných subpopulací a NK buněk 
během 7 dní po podání. Následovala pomalá repopulace během 12-měsíčního sledování. Stejně tak 
byl po rATG pozorován pokles hladin exprese genů CD247, FOXP3, GZMB a PRF1 během 7 dní po 
transplantaci s následným vzestupem směrem k předtransplantačním hodnotám. Ve skupině s indukcí 
basiliximabem byly pozorovány vyšší exprese genů CD247, GZMB, FOXP3 a TCAIM a vyšší počty 
CD4+FoxP3+ Treg než ve skupině bez indukce. Ve skupině s indukční léčbou rATG byly pozorovány 
vyšší exprese genů MAN1A1 a TLR5, zatímco exprese genu TCAIM byly v této skupině nižší v 








Obrázek 5.3 Vliv různé indukční imunosupresivní terapie na absolutní počty T a NK lymfocytů v periferní 
krvi příjemců transplantované ledviny během jednoročního sledování. Absolutní počty T lymfocytů (CD3+, A), 
CD8+ T lymfocytů (B), NK buněk (C) a CD4+FOXP3+ Treg (D) byly analyzovány průtokovou cytometrií v periferní 
krvi pacientů léčených rATG (čtverce na čárkované čáře), basiliximabem (trojúhelníky na tečkované čáře) nebo bez 







Obrázek 5.4 Vliv různé indukční imunosupresivní terapie na expresi transkriptů asociovaných s rejekcí 
v periferní krvi příjemců transplantované ledviny během jednoročního sledování. Relativní množství (RQ) 
mRNA genu CD247 (A), GZMB  (B), PRF1 (C), MAN1A1 (D) a TLR5 (E) byla analyzována pomocí qRT-PCR v 
periferní krvi pacientů léčených rATG (čtverce na čárkované čáře), basiliximabem (trojúhelníky na tečkované čáře) 






Obrázek 5.5 Vliv různé indukční imunosupresivní terapie na expresi transkriptů asociovaných s 
tolerancí v periferní krvi příjemců transplantované ledviny během jednoročního sledování. Relativní 
množství (RQ) mRNA genu FOXP3 (A) a TCAIM (B) byla analyzována pomocí qRT-PCR v periferní krvi pacientů 
léčených rATG (čtverce na čárkované čáře), basiliximabem (trojúhelníky na tečkované čáře) nebo bez indukce 
(kroužky na plné čáře). Data jsou vyjádřena jako odhadnuté marginální průměry ± SEM. 
Závěr a shrnutí studie 
V této otevřené prospektivní studii byla indukční léčba rATG krátce po transplantaci spojena 
s poklesem transkriptů asociovaných s T a NK buňkami a s up-regulací dvou transkriptů asociovaných 
s rejekcí (MAN1A1 a TLR5). Vyšší exprese rejekčních genů, které jsou exprimovány i jiným buňkami 
než jsou  lymfocyty podléhající depleci rATG, mohou ve skupině s rATG léčbou odrážet již 
předtransplatačně zvýšené riziko rejekce u těchto pacientů. Indukční léčba basiliximabem byla 
asociována se zvýšením absolutních počtů CD4+FoxP3+ regulačních T buněk a vyšší hladinou exprese 
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5.3. Subpopulace monocytů po transplantaci ledviny 
 
Úvod 
Monocyty představují heterogenní populaci buněk dále rozdělenou podle stupně exprese 
membránových antigenů/znaků. Prozánětlivá (intermediální/neklasická) subpopulace monocytů je 
definována expresí znaku CD16. Zatímco znak CD163 se zdá být charakteristicky preferenčně 
exprimován imunosupresivními monocyty. Cílem naší studie bylo monitorovat změny v periferních 
subpopulacích monocytů v časné fázi po transplantaci ledviny s ohledem na různé použité 
imunosupresivní režimy.  
Metody 
V periferní krvi 71 prospektivně sledovaných příjemců ledvinného štěpu a 20 zdravých dobrovolníků 
byly monitorovány subpopulace monocytů pomocí průtokové cytometrie. Pacientům byly odebírány 
vzorky krve před transplantací a 7., 14., 21., 28., 60. a 90. den a 6 a 12 měsíců po transplantaci. Pacienti 
byli léčeni trojkombinací imunosupresivní terapie s CNI a  indukcí rATG (n=28), basiliximabem (n=18) 
nebo bez indukce (n=25). Pro in vitro experiment byly použity izolované PBMC, které byly stimulovány 
různými koncentracemi rATG, basiliximabu nebo methyprednisolonu. Zastoupení CD14+CD16+ a 
CD14+CD163+ monocytů bylo hodnoceno průtokovou cytometrií před stimulací a v časových odstupech 
po stimulaci (0, 3, 6, 24, 48 a 72 hod).  
Výsledky 
Fenotypy monocytů zastoupené v periferní krvi byly analyzovány průtokovou cytometrií 
v definovaných časech. Relativní počty periferních CD14+CD16+ monocytů se snížily okamžitě po 
transplantaci a indukční léčba basiliximabem částečně oslabila tento trend. Přechodná down-regulace 
CD14+CD16+ subpopulace se přiblížila k bazálním hodnotám dva měsíce po transplantaci. Relativní 
počty CD14+CD163+ monocytů byly přechodně zvýšeny krátce po transplantaci a zůstaly vyšší během 
prvního měsíce po transplantaci u většiny pacientů. U pacientů léčených rATG indukcí byla expanze 
CD14+CD163+ opožděna, ale trvala déle. In vitro experimenty ukázaly přímý efekt rATG a 
methylprednisolonu na expresi molekul CD16 a CD163, zatímco basiliximab fenotyp kultivovaných 







Obrázek 5.6 Relativní počty CD14+CD16+ monocytů v periferní krvi pacientů po transplantaci ledvin. 
Monocyty současně exprimující na svém povrchu molekuly CD14 a CD16 byly analyzovány pomocí průtokové 
cytometrie u pacientů po transplantaci ledviny léčených bez indukce (A), s indukcí rATG (B) nebo basiliximabem 




Obrázek 5.7 Snížení CD14+CD16+ subpopulace monocytů po transplantaci ledviny. Reprezentativní bodový 










Obrázek 5.8 Relativní počty CD14+CD163+ monocytů v periferní krvi pacientů po transplantaci ledvin. 
Monocyty současně exprimující na svém povrchu molekuly CD14 a CD163 byly analyzovány pomocí průtokové 
cytometrie u pacientů po transplantaci ledviny léčených bez indukce (A), s indukcí rATG (B) nebo basiliximabem 




Obrázek 5.9 Zvýšení CD14+CD163+ subpopulace monocytů po transplantaci ledviny. Reprezentativní bodový 






Závěr a shrnutí studie 
Z našich výsledků usuzujeme, že transplantace ledviny je spojena se změnou monocytárních 
subpopulací CD14+CD16+ a CD14+CD163+ a je částečně ovlivněna použitým imunosupresivním 
režimem. Počet periferních CD14+CD16+ a CD14+CD163+ monocytů by se mohl stát jedním 
z potenciálně perspektivních ukazatelů ke zhodnocení imunitní odpovědi u pacientů po transplantaci 
ledviny. Indukce imunosupresivních CD14+CD163+ monocytů a potlačení prozánětlivých 
intermediálních/neklasických CD14+CD16+ monocytů by mohla hrát protektivní úlohu v časné fázi po 
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5.4. Biomarkery tolerance spojené s funkcí B lymfocytů  
 
Úvod 
Nedávno byly identifikovány tzv. molekulární podpisy (“molecular signatures“) u pacientů s operační 
tolerancí s dlouhodobě fungujícím ledvinným štěpem bez nutnosti imunosupresivní léčby. Zatím je ale 
jen málo známo o expresi těchto genů asociovaných s tolerancí u pacientů se stabilní funkcí štěpu, kteří 
setrvávají na imunosupresivní léčbě. Tato práce byla úplně první, která validovala pozorování od 
pacientů s operační tolerancí (bez imunosupresivní léčby) v prospektivní kohortě nemocných léčených 
standardní imunosupresí.  
Metody 
V této prospektivní studii byly v periferní krvi měřeny expresní profily osmi vybraných genů rozdílně 
exprimovaných v krvi pacientů s operační tolerancí (MS4A1, CD79B, TCL1A, TMEM176B, FOXP3, 
TCAIM (dříve TOAG-1), MAN1A1, a TLR5) a počty CD45+CD19+CD3- B lymfocytů u 67 příjemců 
transplantované ledviny před transplantací a 7., 14., 21., 28., 60. a 90. den a 6 a 12 měsíců po 
transplantaci. Exprese těchto genů byla dále hodnocena v renální tkáni získané biopsií štěpů. Expresní 
profily a počty B lymfocytů byly porovnány mezi skupinami pacientů rozdělených dle bioptických nálezů 
během jednoročního sledování: s akutní rejekcí (AR, klinickou či subklinickou, n=14), s hraničními 
změnami (borderline changes, BL, n=20) a bez rejekce (rejection-free, RF, n=33). Pro statistickou 
analýzu longitudinálních dat byl použit zobecněný smíšený lineární model pro opakovaná měření 
s gama regresí a s adjustací na použitou indukční terapii; pro analýzu dat z biopsií byl použit 
Kruskal-Wallisův test.  
Výsledky 
V průběhu sledování byly pozorovány signifikantně vyšší počty periferních B lymfocytů u pacientů 
bez rejekce a pacientů s hraničními změnami v porovnání s pacienty s rejekcí. Exprese genů MS4A1 
(CD20), TCL1A, CD79B, TCAIM a FOXP3 byly signifikantně vyšší u pacientů bez rejekce a s hraničními 
změnami v porovnání se skupinou s rejekcí. Nejvyšší rozdíly byly pozorovány během prvních 3 měsíců. 
Naopak TMEM176B (TORID) byl up-regulován ve skupině s rejekcí. Ve štěpech byly nejvyšší exprese 







Obrázek 5.10 Absolutní počty periferních B lymfocytů (CD45+CD19+CD3+). B lymfocyty byly měřeny pomocí 
průtokové cytometrie v periferní krvi pacientů s diagnózou akutní rejekce (AR, trojúhelníky na tečkované čáře), 
hraniční změny (BL, čtverce na čárkované čáře) nebo bez rejekce (RF, kroužky na plné čáře) během jednoročního 
sledování. Data jsou vyjádřena jako odhadnuté marginální průměry ± SEM. 
 
 
Obrázek 5.11 Relativní množství (RQ) mRNA genů MS4A1, TCL1A a CD79B. RQ byla měřena pomocí 
qRT-PCR v periferní krvi pacientů s diagnózou akutní rejekce (AR, trojúhelníky na tečkované čáře), hraniční změny 
(BL, čtverce na čárkované čáře) nebo bez rejekce (RF, kroužky na plné čáře) během jednoročního sledování. Data 





Závěr a shrnutí studie 
Naše pozorování naznačují, že „B buněčný podpis“ známý od pacientů po transplantaci ledviny 
s operační tolerancí bez nutnosti imunosupresivní léčby, je také spojen s kontrolovanou aloimunitní 
odpovědí u pacientů po transplantaci ledviny na standardní imunosupresi. Pokud je nám známo, je tato 
prospektivní observační studie první, která validovala asociaci a domnělou protektivní roli genů 
spojených s tolerancí a funkcí B lymfocytů u pacientů po transplantaci ledviny, kteří jsou ještě léčeni 
standardní imunosupresivní terapií. Zda tato pozorování budou tvořit základ pro jednodušší a 
bezpečnější minimalizační (nebo eliminační) strategii léčby bude moci být zodpovězeno po provedení 



















Práce byla publikována v časopise Transplantation:  
Viklicky O, Krystufkova E, Brabcova I., Sekerkova A, Wohlfahrt P, Hribova P, Urbanova M, 
Sawitzki B, Slatinska J, Striz I, Volk HD, Reinke P. B-cell-related biomarkers of tolerance 
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Pokud je nám známo, jako první jsme hodnotili a prokázali vliv různých indukčních 
imunosupresivních léků na počty regulačních T lymfocytů a expresi molekulárních markerů 
asociovaných s rejekcí či tolerancí u příjemců transplantované ledviny in vivo. Také jsme jako první 
validovali asociaci a předpokládanou protektivní roli genů asociovaných s tolerancí a s funkcí 
B lymfocytů u pacientů po transplantaci ledviny, kteří byli léčeni standardní imunosupresivní terapií. 
Dále jsme ukázali, že v časné fázi po transplantaci ledviny dochází ke změnám v periferních 
subpopulacích monocytů také s podílem použitých imunosupresivních režimů. Výsledky naší studie 
prokázaly, že pacienti léčení rATG a basiliximabem měli sníženou incidenci akutní rejekce v prvních 3 
měsících po transplantaci.  
V našich studiích jsme zjistili, že po indukci rATG došlo v periferní krvi pacientů po transplantaci 
ledviny k hluboké depleci T lymfocytů a NK buněk a k poklesu exprese genů výhradně exprimovaných 
těmito buňkami. Zároveň však došlo k výrazné expanzi Treg v CD4+ kompartmentu. Indukce rATG byla 
navíc krátce po transplantaci spojena s přechodnou up-regulací dvou transkriptů asociovaných s rejekcí 
(MAN1A1 a TLR5).  
Na dávce závislý depleční účinek rATG na T a NK lymfocyty byl zdokumentován v řadě studií 
(Hadaya et al., 2010; Kho et al., 2012; Sageshima et al., 2011; Sewgobind et al., 2009; Vacher-Coponat 
et al., 2006), ale velmi málo je známo o změnách hladin transkriptů vlivem rATG léčby (Simon et al., 
2003). V naší studii jsme po indukci rATG popsali časně po transplantaci hluboký pokles genů 
asociovaných s tolerancí či s rejekcí (Iwase et al., 2011; Li et al., 2001; Louis et al., 2006; Simon et al., 
2003), které jsou výhradně exprimované T a NK buňkami (CD247, GZMB, PRF1 a FOXP3). Hluboký 
pokles expresí těchto genů následovaný postupným vzestupem směrem k předtransplantačním 
hodnotám odpovídal depleci a repopulaci zmíněných buněčných populací.  
Je zajímavé, že v časném potransplantačním období došlo k poklesu expresí genů CD247, GZMB, 
PRF1 a FOXP3, který byl následován návratem k předtransplantačním hodnotám, také u pacientů 
léčených basiliximabem nebo bez indukce. Tento nález by mohl být vysvětlen poklesem počtů NK buněk 
a vlivem udržovací imunosupresivní terapie na genovou expresi. CNI inhibují transkripci prozánětlivých 
cytokinů, jako je IL-2 (Kapturczak et al., 2004), který mimo jiné reguluje genovou expresi perforinu a 
granzymu (Janas et al., 2005) a přímo podporuje transkripci FoxP3 (Burchill et al., 2007; Murawski et 
al., 2006). Kromě toho bylo prokázáno, že IL-2 zvyšuje expresi TCR-ζ (CD247) u chronického zánětu 
(Cheriyan et al., 2011).  
Zatímco u všech pacientů v časném potransplantačním období byly exprese CD247, GZMB, PRF1 
a FOXP3 snížené, exprese genů MAN1A1, TLR5 a TCAIM byly zvýšené. Tyto geny jsou exprimovány 
ne jenom T lymfocyty (které jsou více citlivé k použité imunosupresi), ale také monocyt/makrofágy a 
dendritickými buňkami (Iwasaki a Medzhitov, 2004; Jenner et al., 2006; Sawitzki et al., 2014; Sawitzki 





Po indukci rATG jsme dále pozorovali přechodnou up-regulaci genů MAN1A1 a TLR5. Studie 
konsorcia The Indices of Tolerance identifkovala řadu markerů, které umožnily u příjemců 
transplantované ledviny spolehlivě rozlišit pacienty s operační tolerancí bez potřeby imunosuprese a 
pacienty s chronickou rejekcí (Sagoo et al., 2010). U pacientů s operační tolerancí byla exprese TLR5 
(jako jednoho z 10 odlišně exprimovaných genů) nižší a podíl FOXP3 k α-1,2-manozidáze vyšší 
v porovnání s pacienty s pacienty s chronickou rejekcí (Sagoo et al., 2010). Pacienti, kteří prodělali 
chorobu štěpu proti hostiteli, měli zvýšenou expresi TLR5 v periferní krvi a léčba přenosem Treg 
redukovala tuto expresi a předešla chorobě (Sawitzki et al., 2014). Přestože byly rozdíly v expresi TLR5 
v naší studii statisticky signifikantní, klinická významnost tohoto nálezu je sporná. Nicméně, vyšší 
exprese rejekčních genů ve skupině s  indukcí rATG by mohl odrážet již předtransplantačně zvýšené 
riziko rejekce u těchto pacientů (pacienti s PRA ≥ 50%). 
V naší studii došlo po indukční léčbě rATG k vzestupu relativních počtů CD4+CD25+FoxP3+ Treg in 
vivo, což naznačuje expanzi indukovanou rATG, popsanou dříve in vitro Lopezovou et al. (Lopez et al., 
2006) a Fengem et al. (Feng et al., 2008) a je konzistentní s prací Gurkana et al. (Gurkan et al., 2010), 
který u T lymfocytů s Treg fenotypem popsal jak periferní expanzi, tak novou migraci z thymu navozenou 
podáváním rATG. Studie jak in vitro (Feng et al., 2008; Lopez et al., 2006; Sewgobind et al., 2010) tak 
in vivo (Sewgobind et al., 2009) prokázaly, že rATG ovlivnil počty CD4+CD25+ Treg nikoliv však jejich 
funkci.  
U pacientů s indukční léčbou basiliximabem jsme přechodně detekovali populaci buněk 
CD4+CD25low/-FoxP3+, nepřítomnou před transplantací. Současně byly CD4+CD25+FoxP3+ Treg 
prakticky nedetekovatelné či výrazně snížené oproti předtransplantačním hodnotám. Po indukční léčbě 
basiliximabem byla popsána snížená hustota exprese CD25 molekuly mechanismem internalizace nebo 
odštěpení (Vondran et al., 2010; Wang et al., 2009). In vitro studie však ukázaly, že basiliximab může 
bránit detekci CD25 znaku pomocí anti-CD25 mAb využívaných v průtokové cytometrii, které se vážou 
na stejný epitop molekuly CD25 (Vincenti et al., 1997). Šest z osmi běžně používaných klonů anti-CD25 
mAb in vitro interferovalo s basiliximabem (Abadja et al., 2010). Naše doplňující in vivo studie ukázala, 
že žádný ze třech použitých klonů se nevázal na cirkulující Treg v přítomnosti basilximabu (Sekerkova 
et al., 2012). Pozorování CD4+CD25low/-FoxP3+ populace současně s vymizením CD4+CD25+FoxP3+ 
Treg bylo tedy velmi pravděpodobně zapříčiněno kompeticí basiliximabu a anti-CD25 mAb použitou pro 
detekci buněk průtokovou cytometrií. Vzhledem k těmto nálezům jsme dále Treg definovali jako 
CD4+FoxP3+. Absolutní počty CD4+FoxP3+Treg byly po indukci Basiliximabem přechodně zvýšené což 
je v souladu s nálezy Bluestone et al. (Bluestone et al., 2008). Jiné práce však tento nález nepotvrdily 
(Bouvy et al., 2014; de Goer de Herve et al., 2010).  
Léčba basiliximabem byla dále spojená se zvýšenou expresí genů FOXP3 a TCAIM. TCAIM byl 
vysoce exprimován během experimentálního navození a trvání tolerance k dárcovským aloantigenům 
in vivo, což vedlo k přijetí štěpů ledviny u potkanů a srdce u myší; jeho exprese poklesla v periferní krvi 
a ve štěpu před tím, než došlo k rejekci štěpu (Sawitzki et al., 2007). Tato down-regulace nastala 





mRNA TCAIM byl popsán také po podání regulačních makrofágů pacientům před transplantací ledviny 
od žijícího dárce (Hutchinson et al., 2011). V potkaním modelu transplantace ledviny byla exprese 
TCAIM dramaticky redukována u neléčených příjemců a u příjemců po přenosu donor-specifických 
paměťových buněk (Siepert et al., 2012). Nedávno bylo prokázáno, že protein TCAIM inhiboval 
spontánní vývoj paměťových a efektorových T lymfocytů, které jsou nezbytné pro rozvoj rejekce 
alogenního štěpu (Schumann et al., 2014). FOXP3 je hlavní transkripční faktor Treg (Bluestone, 2011). 
Hladiny jeho transkriptů byly vyšší u pacientů s operační tolerancí nebo stabilní funkcí štěpu na 
imunosupresi v porovnání s pacienty s chronickou rejekcí (Iwase et al., 2011; Louis et al., 2006). Vyšší 
exprese FOXP3 a TCAIM v naší studii spolu s vyššími počty Treg  po indukci basiliximabem mohou 
naznačovat protektivní potenciál této léčby.  
Předpokládá se, že nerovnováha v poměru Treg/Teff může mít vliv na osud štěpu (Zheng et al., 
2003). V naší studii jsme tuto hypotézu potvrdili pouze u pacientů po indukci basiliximabem, což může 
být vysvětleno faktem, že všechny akutní rejekce v rATG skupině byly zprostředkované protilátkami. 
Naše předchozí výzkumy naznačují rozdíl v imunitní regulaci ABMR a TCMR (Viklicky et al., 2010). 
Podobně studie metodou microarray odhalily kvantitativně specifické exprese molekul a skupiny 
transkriptů specifických pro patogenezi T lymfocyty a protilátkami zprostředkované rejekce 
transplantované ledviny (Halloran et al., 2010). V naší studii jsme pozorovali trend k vyšším 
předtransplantačním relativním počtům Teff u pacientů bez indukce, kteří prodělali těžkou steroid-
rezistentní rejekci. Navzdory malému počtu pacientů může toto pozorování podporovat nálezy jiné 
práce, která ukázala, že vyšší předtranslplantační hodnoty Teff byly asociovány s nepříznivými výsledky 
(Egawa et al., 2009).   
Výsledky naší studie monocytárních subpopulací u pacientů po transplantaci ledviny svědčí pro to, 
že u těchto pacientů dochází po transplantaci k  posunu v zastoupení CD14+CD16+ a CD14+CD163+ 
monocytů a že jsou tyto změny částečně ovlivněny použitým imunosupresivním režimem. Během 
prvního týdne po transplantaci bylo zastoupení intermediálních/neklasických CD14+CD16+ sníženo, což 
by mohlo být způsobeno jejich přesunem do štěpu nebo jejich selektivní delecí. Ta se zdá být více 
pravděpodobná, protože je tato subpopulace stárnoucí (Merino et al.), což nepřímo naznačuje, že může 
být více citlivá k agresivnímu prostředí „cytokinové bouře“ spojené s ischemicko-reperfuzním 
poškozením transplantované ledviny. Počáteční počty CD14+CD16+ monocytů před transplantací byly 
vyšší než u zdravých kontrol, což odráží konečné stádium onemocnění ledvin (Rogacev et al.). 
Dále jsme pozorovali vliv různých léčebných imunosupresivních režimů na počty monocytárních 
subpopulací. U pacientů bez indukce a pacientů s indukcí rATG došlo k signifikantnímu poklesu počtu 
CD14+CD16+ monocytů během prvního týdne po transplantaci, zatímco u pacientů léčených 
basiliximabem došlo jen k mírnému poklesu dva týdny po transplantaci. V in vitro experimentu jsme 
prokázali přímý vliv rATG na pokles CD14+CD16+ monocytů, basiliximab tuto subpopulaci in vitro 
neovlivnil. Vysvětlení této odlišné buněčné odpovědi může spočívat v různých mechanismech působení 
rATG a basiliximabu. Polyklonální rATG vede k okamžité, na T lymfocyty cílené, depleci se zřejmým 





aktivovaných T lymfocytů, které pak nejsou schopny navázat IL-2. Léčba basiliximabem ovlivňuje 
především IL-2 a T lymfocyty zprostředkovanou imunitní odpověď a pravděpodobně nemá přímý vliv na 
monocyty (Vincenti, 2005). 
Časné zvýšení exprese CD163 znaku může být výsledkem léčby kortikosteroidy, které jsou součástí 
standardních imunosupresivních režimů. Indukce exprese CD163 vlivem glukokortikoidů již byla dříve 
popsána (Maniecki et al., 2006) a naše in vitro data potvrdila časnou expresi CD163 na monocytech v 
odpovědi na methylprednisolon. Kromě zvýšení počtu monocytů exprimujících CD163 vedla stimulace 
methylprednisolonem také ke zvýšení hustoty exprese CD163 na buněčném povrchu. Opožděné 
navození exprese CD163 u pacientů léčených rATG bylo překvapivě spojeno s prodloužením exprese 
tohoto znaku a může být důsledkem regulace jinými indukovanými buňkami, protože trvalo 3 měsíce po 
posledním podání rATG. Počáteční počty CD14+CD163+ monocytů se nelišily od hodnot u zdravých 
kontrol. Současně se vzestupem počtů CD14+CD163+ subpopulace jsme pozorovali snížení celkových 
krevních monocytů jeden týden po transplantaci u pacientů léčených rATG. Bylo prokázáno, že rATG 
indukuje apoptózu monocytů (Grullich et al., 2009). Dá se předpokládat vliv rATG na funkci monocytů 
včetně exprese povrchových markerů a produkce cytokinů. 
Počet periferních CD14+CD16+ a CD14+CD163+ monocytů by se mohl stát jedním z potenciálně 
perspektivních ukazatelů ke zhodnocení imunitní odpovědi u pacientů po transplantaci ledviny. Indukce 
imunosupresivních CD14+CD163+ monocytů a potlačení prozánětlivých intermediálních/neklasických 
CD14+CD16+ monocytů by mohla hrát protektivní úlohu v časné fázi po transplantaci ledviny. 
V naší studii jsme dále s ohledem na osud štěpu během jednoročního sledování pacientů po 
transplantaci ledviny léčených standardní imunosupresí hodnotili počty periferních B lymfocytů a 
exprese genů, které byly rozdílně exprimovány v krvi pacientů s operační tolerancí. Z našich dat vyplívá 
důkaz o zvýšené imunoregulaci u pacientů bez rejekce v porovnání s pacienty s akutní rejekcí. Příjemci 
štěpu, kteří neprodělali akutní rejekci během prvního roku po transplantaci, měli trvale zvýšené exprese 
FOXP3 a stejně tak poměr FOXP3/MAN1A1 v periferní krvi. Podobně byla u těchto pacientů v průběhu 
sledování konstantně zvýšená exprese TCAIM. Zároveň byla exprese tohoto genu snížena během 
akutní rejekce v časném potransplantačním období snížena, což naznačuje, že by úloha tohoto makeru 
měla být dále klinicky validována. 
Nedávno bylo ukázáno, že složení B lymfocytárního kompartmentu je určující pro osud štěpu; naivní 
a transitorní B lymfocyty byly asociovány s dlouhodobou funkcí štepu a operační tolerancí, zatímco 
paměťové B lymfocyty s omezeným přežitím štěpu a rejekcí (Heidt et al., 2011; Kirk et al., 2010; Sagoo 
et al., 2010). My jsme pozorovali vyšší počty B lymfocytů u pacientů bez rejekce a s hraničními změnami 
v porovnání s pacienty s akutní rejekcí. Dále jsme potvrdili klinickou důležitost markerů operační 
tolerance spojených s funkcí B lymfocytů v průběhu jednoho roku po transplantaci u pacientů léčených 
standardní imunosupresí. Ve studii konsorcia Indices of Tolerance (Sagoo et al., 2010) byly pomocí 
microarray identifikovány geny CD79B, MS4A1 (CD20) a TCLA1 mezi celkem 10 geny, které nejlépe 
odlišují pacienty s operační tolerancí od ostatních skupin pacientů. Transkripty genů TCL1A, CD79B, 





v porovnání s pacienty se stabilní funkcí ledvinného štěpu (Newell et al., 2010; Sagoo et al., 2010) či s 
pacienty s intersticiální fibrózou a tubulární atrofií (Brouard et al., 2007). Všechny tři výše zmíněné široce 
citované studie (Brouard et al., 2007; Newell et al., 2010; Sagoo et al., 2010) hodnotily pacienty 
s operační tolerancí s dlouhodobě fungujícími štěpy, ale analýza tolerantních markerů u pacientů 
v časném potransplantačním období, kdy jsou pacienti ještě léčeni vysokodávkovou imunosupresí a 
během akutní rejekce zatím chyběla. Naše prospektivní studie tak nabízí nový pohled na problematiku 
tolerance.  
V naší studii jsme pozorovali vyšší exprese genů CD79B, MS4A1 a TCL1A v periferní krvi pacientů 
s dobrým osudem štěpu během období sledování. Gen CD79B, kóduje transmembránový protein, který 
je součástí komplexu antigenního receptoru B lymfocytů. Nejvýraznější rozdíly v genové expresi byly u 
genů MS4A1 a TCL1A. MS4A1 (CD20) je transmembránový protein exprimovaný na zralých i nezralých 
B lymfocytech. Fyziologická exprese onkoproteinu TCL1A (T-cell leukemia/lymphoma 1A) je limitovaná 
na časná vývojová stádia buněk (včetně imunitních) a jeho exprese byla signifikantně zvýšená u 
naivních B lymfocytů a lymfocytů s prodlouženým přežitím (Noguchi et al., 2007; Tabrizi et al., 2009). 
Exprese tohoto proteinu byla nejvyšší u nezralých B lymfocytů a nízká nebo zcela chybějící u zralých 
B lymfocytů (Kuraishy et al., 2007). V naší studii byly v periferní krvi několik měsíců po transplantaci 
up-regulovány geny asociované s naivními nezralými B lymfocyty.  
Rok po publikování naší práce ukazující asociaci markerů tolerance spojených s funkcí B lymfocytů 
s dobrým osudem štěpu potvrdil naše závěry Heidt et al., kteří vyšetřili exprese stejných markerů u 
nemocných s probíhající rejekcí (Heidt et al., 2014). Je tak možno soudit, že exprese TCL1 a vyšší 
zastoupení transientních B buněk v periferii představují prognosticky příznivý fenotyp. Tito nemocní by 
pak nemuseli být vystaveni standardní imunosupresi, která je pro ně vlastně nadměrná.  
Další z námi analyzovaných genů – TMEM176B, preferenčně exprimovaný na klidových 
makrofázích a dendritických buňkách, byl v modelu indukované tolerance po transplantaci srdce 
navozené krevní transfuzí zvýšeně exprimován v dlouhodobě přežívajících štěpech bez známek 
chronické rejekce (Louvet et al., 2005). Naše pozorování ukazují zvýšenou expresi tohoto genu v krvi 
pacientů s akutní rejekcí, což naznačuje jeho asociaci s prezentací aloantigenu a se zánětem. 
Tolerogenní potenciál této molekuly musí být ještě přezkoumán.  
V naší studii byli pacienti s nálezem hraničních změn v biopsii zkoumáni jako nezávislá kohorta. 
Navzdory tomu, že systém Banffské klasifikace nepokládá hraniční změny za rejekci, mnoho center léčí 
pacienty s hraničními změnami intravenózními kortikosteroidy. Nedávno se ukázalo, že pacienti s 
nálezem hraničních změn představují nehomogenní diagnostickou skupinu s odlišnou molekulární 
patologií v porovnání s  TCMR (de Freitas et al., 2012). Je zajímavé, že v naší studii byly exprese genů 
asociovaných s tolerancí v periferní krvi a ve štěpu podobná u pacientů bez rejekce a pacientů 
hraničními změnami.  
Domníváme se, že nové biomarkery tolerance představují naději pro budoucí potransplantační 






1. Indukční léčba rATG byla asociována s expanzí CD4+CD25+FoxP3+ T regulačních buněk. Léčba 
basiliximabem vedla k přechodnému objevení se CD4+CD25low/-FoxP3+ buněk při současném 
přechodném vymizení CD4+CD25+FoxP3+. Pacienti léčení indukční imunosupresivní léčbou 
měli nižší výskyt rejekcí v porovnání s pacienty bez indukce. Trvale vyšší poměr CD4+FoxP3+ 
Treg k CD8+CD45RA+CD62L- Teff byl asociovaný s nepřítomností rejekce po indukci 
basiliximabem. Tyto nálezy naznačují možné další mechanismy podílející se na protirejkčním 
působení rATG a basiliximabu.  
 
2. Indukční léčba rATG byla krátce po transplantaci spojena s poklesem T a NK buněk a 
transkriptů asociovaných s T a NK buňkami a s up-regulací dvou transkriptů asociovaných 
s rejekcí (MAN1A1 a TLR5). Vyšší exprese těchto dvou rejekčních genů ve skupině s rATG 
léčbou mohou odrážet již předtransplatačně zvýšené riziko rejekce u těchto pacientů. Indukční 
léčba basiliximabem byla asociována se zvýšením absolutních počtů Treg a zvýšenou hladinou 
exprese genů FOXP3 a TCAIM, což může naznačovat protektivní potenciál léčby 
basiliximabem. 
 
3. Transplantace ledviny je spojena se změnou monocytárních subpopulací CD14+CD16+ a 
CD14+CD163+ a je částečně ovlivněna použitým imunosupresivním režimem. Počet periferních 
CD14+CD16+ a CD14+CD163+ monocytů by se mohl stát jedním z potenciálně perspektivních 
ukazatelů ke zhodnocení imunitní odpovědi u pacientů po transplantaci ledviny. Indukce 
imunosupresivních CD14+CD163+ monocytů a potlačení prozánětlivých CD14+CD16+ monocytů 
by mohla hrát protektivní úlohu v časné fázi po transplantaci ledviny. 
 
4.  V průběhu sledování byly u pacientů bez rejekce a pacientů s hraničními změnami pozorovány 
signifikantně vyšší počty periferních B lymfocytů a exprese genů spojených s funkcí B lymfocytů 
(MS4A1 (CD20), TCL1A, CD79B) a dále TCAIM a FOXP3 v porovnání s pacienty s rejekcí. Ve 
štěpech byly nejvyšší exprese TCAIM pozorovány u pacientů bez rejekce. Naše pozorování 
naznačují, že „B buněčný podpis“ známý od pacientů po transplantaci ledviny s operační 
tolerancí bez nutnosti imunosupresivní léčby, je také spojen s kontrolovanou aloimunitní 







1. The rATG induction therapy was associated with the expansion of CD4+CD25+FoxP3+ regulatory 
T cells. Basiliximab caused a transient appearance of CD4+CD25low/-FoxP3+ cells and 
concurrently a transient disappearance of CD4+CD25+FoxP3+. Patients treated with induction 
therapy had lower incidence of rejection compared to patients with no induction. Sustained high 
CD4+FoxP3+ Treg / CD8+CD45RA+CD62L- Teff ratios were associated with absence of rejection 
after basiliximab induction. These findings suggest possible additional mechanisms participating 
on anti-rejection action of rATG and basiliximab. 
 
2. The rATG induction therapy was associated with an intense reduction in all T cell type population 
and NK cells and profound decreases of T and NK cell-related transcripts and with the 
up-regulation of two rejection-associated transcripts (MAN1A1A and TLR5) in the early 
post-transplant period. Higher expression of these two rejection genes could reflect higher 
pre-transplant risk in these patients. Basiliximab induction was associated with increased 
absolute number of Tregs, and increased expression of tolerance associated markers FOXP3 
and TCAIM which could indicate a protective potential of basiliximab. 
 
3. Kidney transplantation is associated with modulation of CD14+CD16+ and CD14+CD163+ 
monocyte subpopulations partially affected by an immunosuppressive regimen used. 
The number of peripheral CD14+CD16+ and CD14+CD163+ monocytes might be one of new 
potentially perspective laboratory parameters to evaluate immune responses in kidney 
transplant recipients. The induction of immunosuppressive CD14+CD163+ monocytes and 
down-regulation of proinflammatory CD14+CD16+ monocytes might play a protective role in the 
early phase after kidney transplantation.  
 
4. A significantly higher number of peripheral B cells and expressions of B-cell-related genes 
(MS4A1, TCL1A, CD79B), TCAIM and FOXP3 were observed during follow-up in rejection-free 
patients and in patients with borderline changes as compared to rejection group. Highest 
intragraft expression of TCAIM was observed in rejection-free patients. These observations 
suggest that “B-cell signatures”, known from drug-free tolerant patients without any 
immunosuppression, are also associated with controlled alloimmune response in kidney 
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